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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
BAP  benzilamino purin, citokinin 
C.  Castanea 
D.  Dryocosmus 
EPPO  European and Mediterranean Plant Protection Organization 
(Evropska in sredozemska organizacija za varstvo rastlin) 
FAO Organizacija za prehrano in kmetjstvo 
IAA   indol ocetna kislina, avksin 
IBA   indol maslena kislina, avksin 
MS-½NO3 osnovno Murashige in Skoog (1962) gojišče s polovično 
koncentracijo nitratov 
NAA  α-naftalen ocetna kislina, avksin 
pH negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov 
P. Phytophthora 
sp. species (vrsta), znanstvena klasifikacija živih bitij  
T. Torymus 
P. 4 genotip 4 iz kraja Pedrovo 
P. 5 genotip 5 iz kraja Pedrovo 
Š2 3 genotip 3 iz kraja Štjak 
Š2 26 genotip 26 iz kraja Štjak  
Š2 34 genotip 34 iz kraja Štjak 
(p ≤ 0,05) verjetnost pri kateri se rezultati statistično značilno razlikujejo 
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1 UVOD 
Evropski pravi kostanj (Castanea sativa Mill.) je gospodarsko zelo pomemben po celotni 
južni Evropi. Je večnamensko drevo za pridelavo plodov in lesa. Skozi desetletja so se 
površine nasadov povečevale prav zaradi te proizvodnje. Z večanjem površin, se je tudi 
povečevala količina sadilnega materiala in s tem vnos kostanjeve šiškarice v in po Evropi. 
Posledica tega je tudi pojav le te v Sloveniji. 
Kostanjeva šiškarica (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) je nevaren škodljivec evropskega 
pravega kostanja, je avtohtona na Kitajskem in povzroča škodo na vseh vrstah iz rodu 
Castanea (Fagacea). V svoji domovini ima kar nekaj naravnih sovražnikov, zato na 
Kitajskem ne povzroča gospodarske škode. Kostanjevo šiškarico lahko zatiramo na več 
načinov, vendar je najbolj uspešen način zatiranje z naravnimi sovražniki. Najbolj razširjen 
naravni sovražnik je Torymus sinensis, ki prav tako izvira iz Kitajske.  
Poznamo veliko sort in ekotipov evropskega pravega kostanja, vendar je večina genskih 
virov ogroženih, zaradi različnih dejavnikov, med njimi je eden najbolj težavnih in vitro 
vegetativno razmnoževanje, predvsem koreninjenje, za pridobivanje zdravega sadilnega 
materiala. Prav zaradi tega se pogosto poslužujemo in vitro razmnoževanja z metodami 
tkivnih kultur - mikropropagacije (Nugnes in sod., 2018). 
Evropski pravi kostanj se težje razmnožuje vegetativno (cepljenje ali potaknjenci) in lažje 
generativno (s semeni) predvsem v žlahtniteljske namene zaradi tujeprašnosti. Prav zaradi 
tega se poslužujemo metod tkivnih kultur (in vitro metod). Poročali so o uspešni 
mikropropagaciji ameriškega kostanja (Castanea dentata) in križancev evropskega pravega 
kostanja (Castanea sativa) z azijskimi vrstami. Z in vitro tehnikami so evropski pravi kostanj 
uspešno razmnožili, koreninili in aklimatizirali Roussos in sod. (2016). 
V večini raziskav pri in vitro razmnoževanju evropskega pravega kostanja so uporabili za 
regeneracijo benzilamino purin (BAP). Za koreninjenje pa so uporabili avksin indol masleno 
kislino (IBA). Raziskovalci poleg IBA uporabljajo tudi indol ocetno kislino (IAA) in α-
naftalen ocetno kislino (NAA). Da dobimo avtotrofno rastlino kostanja, ki je sposobna 
fotosinteze je potrebno uspešno zaključiti fazo koreninjenja in nato aklimatizacije. Za razvoj 
korenin je potrebno sprožiti endogen avksin, to pa lahko dosežemo z aplikacijo eksogenega 
avksina: IAA, IBA in NAA. Na nastanek korenin pa vpliva tudi vrsta kostanja in sorta kot 
tudi okolijski in endogeni dejavniki (svetloba, hormoni, sestava gojišča itd.). 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Kostanjeva šiškarica (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) je uvrščana med najnevarnejše 
škodljivce kostanja (Castanea sp.) na različnih območjih sveta, razen Kitajske, kjer ima 
domorodne naravne sovražnike. Ličinke kostanjeve šiškarice povzročajo nastanek šišk na 
vrhu poganjkov in na listnih žilah, kar močno poslabša zdravstveno stanje kostanja in 
zmanjša pridelek plodov. V nekaj letih drevo propade. Kot že omenjeno kostanjeva šiškarica 
izvira s Kitajske in se je s sadilnim materialom prenesla na vsa območja gojenja kostanja. 
Leta 2004 se je prvič pojavila na Goriškem v Sloveniji. Za najučinkovitejši ukrep zatiranja 
velja vnos parazitoidnih osic, ki parazitirajo kostanjevo šiškarico in tako pomembno 
omejujejo škodo.  
1.2 CILJ RAZISKOVANJA 
Cilj raziskovanja je bil s pomočjo in vitro tehnik vegetativno razmnožiti zanimive genske 
vire kostanja, ki so v gozdnih sestojih, da jih rešimo propada. Večina spremljanih dreves je 
močno poškodovana od napada kostanjeve šiškarice. Prav tako je bil cilj raziskave 
optimizacija koreninjenja poganjkov in pridobitev zdravega sadilnega materiala.  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevali in pričakovali smo, da nam bo uspelo vzpostaviti: 
- vitalno tkivno kulturo kostanja,  
- optimizirati gojišče za razmnoževanje poganjkov in koreninjenje ter  
- pridobiti avtotrofne sadike s postopkom aklimatizacije.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 EVROPSKI PRAVI KOSTANJ (Castanea sativa Mill.) 
Družina Fagaceae (bukovke) je velika družina kritosemenk, ki jo sestavlja sedem rodov in 
okoli 1000 vrst, ki se razprostirajo po celotni severni polobli, vse od tropskih območij do 
borealnih regij (Corredoira in sod., 2017). Med najpomembnejše rodove te družine uvrščamo 
rod Fagus (bukev), Quercus (hrast) in Castanea (kostanj). Ti trije rodovi se razprostirajo po 
celotni Aziji, Evropi in Severni Ameriki. Pokrivajo ali so pokrivali velik delež gozdov ter 
imajo širok razpon uporabe od lesa do plodov (Kremer in sod., 2012). 
Rod Castanea (kostanj) je majhen rod znotraj družine bukovk, ki uspeva v Aziji, Evropi in 
Vzhodnem delu Združenih držav Amerike in je zelo cenjen zaradi plodov in lesa 
(Anagnostakis, 2012). Bolj gospodarsko pomembni predstavniki rodu so evropski pravi 
kostanj (Castanea sativa Mill.), ameriški kostanj (Castanea dentata (Marshall) Borkh.), 
kitajski kostanj (Castanea mollissima Blume) in japonski kostanj (Castanea Crenata Sieb. 
in Zucc). Ostale vrste so manjša drevesa ali grmi, ki so pomembni samo za pridobivanje 
podlag ali za gojenje v posebne namene (Corredoira in sod., 2017).  
Kostanj je gospodarsko zelo pomembno drevo, ki v Evropi pokriva velik del Francije, Grčije, 
Italije, Portugalske, Španije, Turčije in Združenega kraljestva. Visoka drevesa so uporabna 
za proizvodnjo visoko kakovostnega lesa. Les kostanja je zelo podoben hrastu po barvi in 
teksturi. V Mediteranu je kostanj zelo pomembno večnamensko drevo, ki se uporablja za 
proizvodnjo oreščkov in lesa. Zaradi večjega povpraševanja so se povečale površine nasadov 
v katerih rastejo cepljene vrste, večinoma za proizvodnjo plodov. Plodovi se v veliki meri 
uporabljajo v prehrani ljudi (Fernandez-Lopez in Alia, 2003). 
Evropski pravi kostanj (C. sativa Mill.) je razširjen in ima pomembno gospodarsko vlogo po 
celotnem Mediteranu, od Kaspijskega jezera pa vse do Atlantskega oceana. Uspeva v 25 
državah, pokriva okoli 2 milijona hektarjev površin ter šteje za edino kostanjevo vrsto s 
prvotnim izvorom v Evropi. Je dolgo živeče drevo, ki dosega od 500 do 1000 let. Najstarejši 
primerek evropskega pravega kostanje je star več kot 2000 let (Corredoira in sod., 2017). 
Evropski kostanj je veliko, listnato drevo, ki zraste do višine 40 m ter premera 150 cm. 
Drevesa namenjena proizvodnji plodov običajno ne presegajo 18 m (Fernandez-Lopez in 
Alia, 2003). 
Kostanj je enodomna rastlina, ki ima enospolne cvetove – moške (razviti samo prašniki) in 
ženske (razvit samo pestiči). Brsti pri kostanju brstijo od aprila do junija, cvetenje se zato 
tudi pojavi kasneje kot pri ostalih listavcih. V Sredozemlju cveti od maja do junija, bolj 
severno pa od junija do julija. Najprej se razvije moško socvetje, nato se razvije dvospolno 
socvetje na koncu poganjkov (Fernandez-Lopez in Alia, 2003). Križanci kostanja pogosto 
tvorijo sterilna moška socvetja, ki nikoli ne tvorijo cvetnega prahu. Moška sterilnost se 
pojavlja pri nekaterih sortah in nekaterih samoniklih genotipih. Kostanj je vetrocvetka kot 
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tudi žužkocvetka, opraševanje pa je odvisno tudi od vlažnosti zraka (Anagnostakis., 2012). 
Zaradi tega, ker je cvetni prah kostanja zelo majhen (nekaj 14 – 18 mikronov) je potrebna 
znatno velika količina cvetnega prahu, da se oprašijo ženska socvetja v oddaljenosti stotih 
kilometrov (Fernandez-Lopez in Alia, 2003). Plodovi se tvorijo le, če se drevesa navzkrižno 
oplodijo. Prav tako pa so poročali tudi o samoprašnih drevesih kostanja (Anagnostakis, 
2012). 
Korenine kostanja so zelo nagnjene k črnilovki kostanja, ki jo povzročajo glive vrste 
Phytophthora sp., predvsem P. cinnamomii in P. cambivora. Prvi zabeležen pojav črnilovke 
kostanja v Evropi je bil leta 1726 v Španiji. Pogosta glivična bolezen kostanja je tudi 
kostanjev rak, ki ga povzroča Chryphonectria parasitica. Leta 1950 je v Evropi povzročil 
znatno škodo na cepljenih kostanjevih drevesih. C. parasitica je patogen, ki okužuje drevesa 
v različnih ekosistemih (Fernandez-Lopez in Alia, 2003). Zelo pomemben škodljivec 
evropskega pravega kostanja pa je kostanjeva šiškarica (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) 
(Seljak, 2011).  
V Evropi je veliko število starih, cepljenih sort. Pridobivanje dreves v Evropi je 
osredotočeno na izbiro cepljenih sort z dodanimi geni za odpornost na različne glivične 
okužbe. To je bilo doseženo s križanjem odpornejših azijskih vrst  C. cerenata in C. 
mollissima. Ker ti vrsti izvorno uspevata v vlažnem in toplem podnebju pa so lahko križanci 
občutljivi na pozebo in zmrzal ter manj tolerantni na sušo kot C. sativa (Fernadez-Lopez in 
Alia, 2003). 
2.2 ŽLAHTNJENJE EVROPSKEGA PRAVEGA KOSTANJA 
Leta 1894 je Walter Van Fleet iz Združenih držav Amerike prvič križal evropski pravi 
kostanj sorto 'Paragon' s cvetnim prahom ameriškega kostanja (Castanea dentata). Kasneje 
leta 1920 so žlahtnili kostanj z namenom pridobiti odpornost na črnilovko (Phytophthora 
spp.) (Pereira-Lorenzo in sod., 2017).  
Na svetu je 27 držav z avtohtonim kostanjem, ki se nahajajo predvsem v severni hemisferi. 
V teh državah so avtohtone tri vrste kostanja (C. Sativa Mill., C. mollissima Blume in C. 
crenata Sieb. in Zucc.) in njihovi hibridi. Določene sorte se goji namensko samo za podlage 
(Pereira-Lorenzo in sod., 2017).  
Ex situ ohranjanje ogroženih vrst, sort ali genotipov zunaj njihovega naravnega habitata je 
mednarodno sprejeta strategija, ki je navedena v globalni strategiji o ohranjanju rastlin (The 
Global Strategy for Plant Conservation). Ohranjajo in vzdržujejo se vzorci (akcesije) rastlin 
v raznih oblikah, kot so celotna rastlina, semena, cvetni prah, tkiva, celice itd. Prav zaradi 
tega se tehnike in vitro metod iz dneva v dan izboljšujejo in pridobivajo na pomenu (Capuana 
in Di Lonardo, 2013). 
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Žlahtnjenje kostanja je osredotočena na razvoj različnih metod ohranjanja najboljših 
genotipov, ki imajo dobro kakovost lesa in/ali plodov ter so odporni na razne kostanjeve 
bolezni (kostanjeva črnilovka in kostanjev rak) in škodljivce (Corredoira in sod., 2017). Pri 
žlahtnjenju evropskega pravega kostanja se veliko osredotočajo na pridobitev sadilnega 
materiala z in vitro metodami saj s temi najlažje ohranimo željen genotip in pridobimo veliko 
število v kratkem času ne glede na rastno dobo (Lopez-Villamor in sod., 2017).  
V Evropi in Aziji so glavni žlahtniteljski cilji usmerjeni v izbor najboljših genotipov iz 
genskih bank ter jim s križanji dodati gene novih sort, ki so odporne proti boleznim in 
škodljivcem. V Ameriki, Avstraliji in Novi Zelandiji se osredotočajo na pridobivanje novih 
sort z želenimi lastnostmi ali z izbiro vrhunskih sort, ki so prilagojenje lokalnim tipom tal in 
podnebnim razmeram tako v Evropi kot v Aziji. Pri žlahtnjenju kostanja je pomembno, da 
imamo znane vire tolerantnosti ali odpornosti na škodljivce in bolezni ter optimiziran 
postopek mikropropagacije. Z in vitro metodami lažje razmnožujemo C. crenata kot C. 
sativa. Prav hibrid med omenjenima vrstama se uporablja za pridobivanje podlag za 
kloniranje. Žlahtnitelji so izboljšali metode iskanja genov, ki dajejo rastlinam odpornost 
proti glivičnim boleznim, kot je kostanjev rak (Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr) in 
črnilovka kostanja, ki jo povzroča Phytophthora cambivora (Petri) Buis. in Phyphthora 
cinnamomi Rand. (Bounous, 2005). 
Gene za odpornost na črnilovko kostanja so odkrili v C. crenata in C. mollissima. V Franciji 
so skrižali C. crenata x C. sativa. Evropsko–japonski hibridi so: 'Marlhac', 'Marigoule', 
'Marsol', 'Ferosacre' in 'Maraval'. Ti so zelo odporni proti glivičnim okužbam Phytophthora 
sp. in se zelo dobro razmnožujejo z in vitro metodami (Bounous, 2005). 
Manj raziskav je bilo opravljenih na žlahtnjenju kostanja na odpornost na škodljivce. Vse 
raziskave so bile v preteklosti usmerjene na odpornost na kostanjevo šiškarico (Dryocosmus 
kuriphilus Yasumatsu). Osredotočili so se na manj poškodb in boljšo rast vej, krošnje in 
morfologijo brstov (Bounous, 2005).  
Kostanjev rak (Cryphonectria parasitica), odkrit leta 1938, resno ogroža kostanj po vseh 
evropskih državah, razen v Veliki Britaniji in Nizozemskem. V začetku 20. stoletja se je 
pojavil v Severni Ameriki, kjer je uničil večino nasadov ameriškega kostanja (C. dentata). 
Z namenom zatiranja kostanjevega raka so tako v Evropi kot v Ameriki začeli z večletnim 
načrtom zatiranja. Da bi preprečili nadaljnje okužbe kostanja so se zatiranja lotili na dva 
načina: z biotičnim zatiranjem kostanjevega raka in z žlahtnjenjem kostanja. Za žlahtnjenje 
kostanja so uporabili in vitro metode z uporabo molekularnih markerjev. Z molekularnimi 
markerji so v genomu kostanja odkrili in locirali odpornost proti tej glivični bolezni. Našli 
so vsaj tri regije, ki so povezane z odpornostjo proti kostanjevemu raku. Za uspešno 
nadaljnje žlahtnjenje kostanja bo poznavanje teh molekularnih markerjev pripomoglo in 
olajšalo pridobivanje sadilnega materiala z odpornostjo proti kostanjevemu raku (Bounous, 
2005). 
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Žlahtnili so tudi kostanj z namenom pridobitve kakovostnejšega lesa in plodov. Da bi 
pridobili kakovosten les je potrebno vzgojiti visoko drevo, z ravnim deblom in z lesom, ki 
ima čim manj letnic. Za kostanjeva drevesa, ki so gojena v sadovnjakih so primerna drevesa 
nižje rasti, zgodnjo in visoko rodnostjo. Želja vseh žlahtniteljev je pridobiti velik plod za 
svežo prodajo, manjše plodove za proizvodnjo moke, plod enakomerne oblike, svetleče 
barve s temno rjavimi odtenki, prijetnim okusom, trdno teksturo in z enostavnim luščenjem 
itd. (Bounous, 2005). 
2.3 KOSTANJEVA ŠIŠKARICA (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) 
Eden od najnevarnejših škodljivcev kostanja (Castanea) na različnih območjih sveta je 
kostanjeva šiškarica - Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae). 
Šiškarica živi samo na vrstah iz rodu kostanj, še posebej na gojenih vrstah kot so pravi 
kostanj (C. sativa Mill.), japonski kostanj (C. crenata), kitajski kostanj (C. mollissima) in 
tako naprej (Seljak, 2011; Gehring in sod., 2018). Kostanjevo šiškarico je EPPO (European 
and Mediterranean Plant Protection Organization) označil kot največjega škodljivca rodu 
Castanea. Septembra leta 2003 jo je EPPO uvrstil na seznam A2, med karantensko škodljive 
organizme (EPPO, 2003).  
Ose šiškarice spadajo v družino Cynidae (šiškarice). V družino spada od 900 do 1000 vrst. 
Te so pretežno parazitoidne osice iz rodu Hymenoptera, ki napadajo ličinke žuželk. Osice 
so obligatni paraziti rastlin, ki povzročajo tvorbo šišk ali pa se naselijo v šiške drugih 
šiškaric. Šiška se tvori iz izločkov jajčec ali ličink v rastlinskem meristemskem tkivu. 
Ličinke se razvijejo v lastni kamrici v šiški, rastlinska šiška pa ima lahko več kamric (Stone 
in sod., 2002). Šiške se razvijejo za zaščito osic pred plenilci, drugimi parazitoidi, 
patogenimi organizmi in mimoidočimi rastlinojedimi živalmi (Cooper in Rieske, 2010). 
Kostanjeva šiškarica izvira iz Kitajske, kjer se je prvič pojavila pri vrsti Castanea mollisima 
(kitajski kostanj) (Gehring in sod., 2018). Prav tako pa ima v prvotni domovini, kar nekaj 
domorodnih naravnih sovražnikov. Prav zato, kostanjeva šiškarica na Kitajskem ne povzroča 
veliko škode (Kos in Trdan, 2010). Vrsto so skozi leta s sadilnim materialom vnesli po 
celotnem svetu. Leta 1941 so osico našli na Japonskem (Panzavolta in sod., 2013). Par let 
kasneje, natančneje leta 1963 pa so jo našli v Koreji (Seljak, 2011) in leta 1999 v Nepalu 
(Graziosi in Santi, 2008). Čez nekaj let po najdbi osice v Koreji, leta 1974 so jo prvič našli 
v Združenih Državah Amerike, natančneje v zvezni državi Georgia. Najprej so jo našli v 
nasadu kitajskega kostanja, kasneje pa tudi v nasadu ameriškega kostanja (Anagnostakis, 
2014).  
V Evropi so prvič kostanjevo šiškarico opazili leta 2002 v Italiji. V Italiji je evropski pravi 
kostanj gospodarsko zelo pomemba rastlina, saj predstavlja kar 9 % italijanskih gozdov, to 
je kar 788.400 ha in se nahaja v vseh dvanajstih regijah (Graziosi in Santi, 2008). Dve leti 
kasneje (leta 2004) se je kostanjeva šiškarica prvič pojavila v Sloveniji. V Slovenijo se je 
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prenesla s sadilnim materialom iz Italije. Od takrat se je skozi leta razširila skoraj po vsej 
državi. V Franciji se je pojavila leto kasneje (2005), leta 2009 se je pojavila na Madžarskem 
in Švici. Kasneje se je pojavila tudi po drugih državah Evrope, leta 2010 na Nizozemskem, 
leta 2011 v Avstriji, 2012 v Češki Republiki, istega leta se je tudi pojavila na Slovaškem, v 
Španiji in Nemčiji (Kos in Melika, 2015). Več kot desetletje po prvem pojavu v Evropi, 
natančneje leta 2014 se je kostanjeva šiškarica prvič pojavila v Turčiji, kjer so jo opazili v 
2000 ha nasadu evropskega pravega kostanja (Cetin in sod., 2014). 
2.3.1 Razvoj kostanjeve šiškarice 
Kostanjeva šiškarica na leto razvije samo en rod. Razmnoževanje je partenogenetsko, kar 
pomeni, da ni oploditve in potomstvo je samo ženskega spola. Samci pri šiškarici niso 
poznani (Jurc, 2009). Odrasle osice (slika 1) se začnejo pojavljati v poletnih mesecih. 
Ličinka povzroči nastanek šišk ko se začnejo razvijati listi in poganjki (Cooper in Rieske, 
2010). Šiške se torej razvijejo spomladi, ko začne kostanj odganjati in so ličinke v drugi fazi 
razvojnega stadija. Nastanejo zadebelitve okrogle ali jajčaste oblike, ki se oblikujejo v 
spomladanskem času dva do tri tedne po začetku odganjanja kostanja na mladih poganjkih, 
listnih žilah ali moških socvetij, kot posledica odziva rastline na prisotnost ličink šiškaric v 
brstih (Seljak, 2011).  
 
Slika 1: Odrasla osica Dryocosmus kuriphilus Yasumamtsu (Csóka, cit. po Kostanjeva šiškarica, 2019) 
Šiške osice so velike od 0,5 do 4 cm, njena velikost pa je tudi odvisna od števila ličink v 
njej. V vsaki šiški se nahajajo ena ali več kamric z ličinkami, čez čas tudi z bubami (slika 2). 
Te so zelene barve z rdečkastim pridihom. Čez poletje se prazne šiške posušijo in ostanejo 
na vejah (Seljak, 2011).  
Jajčeca kostanjeve šiškarice so brezbarvna in okrogla, velika od 0,1 do 0,2 mm z dolgimi 
tankimi priveski. Jajčeca so odložena po skupinah v bližini rastnega vršička v brstu. Ličinke 
se izležejo po mesecu in pol (30 do 40 dni), so prozorne in valjaste oblike. Celo jesen počasi 
rastejo ter zimo prezimijo v brstu. Nadaljnji razvoj se začne šele naslednjo pomlad ob 
začetku brstenja. Čez zimo ni vidnih poškodb na brstih (Seljak, 2011).  
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Slika 2: Prerez šiške z bubami v kamricah (Seljak, 2011) 
Čez zimo v brstih prezimi ličinka prvega razvojnega stadija. Konec marca ali začetek aprila 
ko kostanj brsti začne ličinka prehajati v drugi razvojni stadij. Šiške se oblikujejo iz mladega 
tkiva odganjajočega kostanja, ko ličinke začnejo izločati izločke. V dveh do treh tednih so 
šiške že popolnoma oblikovane, kar pomeni, da so do sredine maja že dosegle končno 
velikost. V njej so kamrice v katerih se nahajajo ličinke. Razvite ličinke zrastejo do 2,5 mm. 
V poletnih mesecih (junij – avgust) se iz bub v šiškah razvijejo odrasle osice (slika 3) – 
samice, ki s čeljustmi pregriznejo stene šišk in izletijo. Samice so dolge od 2,5 do 3,0 mm. 
So črne svetleče barve, samo noge in tipalke imajo rjave. Tipalnice imajo 14 členkov, krila 
so prozorna, s skromno razvitim ožiljem (slika 1). Ker se samice ne prehranjujejo živijo 
samo 10 dni. Takoj ko samice izletijo začnejo iskati zelene brste v katere odlagajo jajčeca. 
Vsaka samica lahko odloži od 100 do 150 jajčec, v vsak brst od 3 do 5, mogoče tudi več. So 
slabe letalke, kar pomeni da odložijo jajčeca na zelo malem območju (Jurc, 2009). 
 
Slika 3: Razvojni krog kostanjeve šiškarice (Alma in Quacchia, 2012) 
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2.3.2 Poškodbe evropskega pravega kostanja napadenega s kostanjevo šiškarico  
Šiškarica povzroča ogromno škodo v intenzivnih in travniških nasadih kostanja (Kos in 
Melika, 2015). Napad kostanjeve šiškarice povzroča zmanjšanje pridelka plodov kar za 50 
– 75 %. Ob še povečanem napadu osice pa lahko pride do propada drevesa (Kos in Melika, 
2015). 
Za kostanjevo šiškarico je značilno oblikovanje šišk na vrhu poganjkov (slika 4), ki zaradi 
nastanka šiške zakrnijo ali zavirajo razvoj poganjkov (Seljak, 2011). To povzroči zmanjšanje 
fotosinteze in posledično biomase, saj se zmanjša listna površina. Prav tako se tudi zmanjša 
vitalnost drevesa in poveča propad ter zmanjša odpornost na glivične okužbe. Čeprav do 
propada dreves pride samo ob zelo močnih poškodbah mladih ali šibkih rastlin. Močno se 
tudi zmanjša kakovost in količina lesa, manjši je tudi pridelek plodov, zmanjša se cvetenje, 
kar posledično vpliva na proizvodnjo kostanjevega medu (Gehring in sod., 2018).  
 
Slika 4: Šiška kostanjeve šiškarice na evropskem pravem kostanju (Arhiv …, 2019) 
2.3.3 Zatiranje kostanjeve šiškarice 
Klasično biotično varstvo je uspešno že več kot 120 let. Vse skupaj je bilo uporabljenih že 
več kot 2000 vrst naravnih sovražnikov, ki parazitirajo 165 vrst škodljivcev (Gibbs in sod., 
2011). Poznamo 3 pristope pri biotičnem varstvu: varovalno biotično varstvo, klasično 
biotično varstvo in inokulativno biotično varstvo ter preplavno biotično varstvo (Milevoj, 
2011). 
Kostanjeva šiškarica se širi z okuženim sadilnim materialom ali z odraslo osico 
(Anagnostakis, 2014). Najpogostejši povzročitelj širjenja osice je človek, ki jo prenese z 
okuženimi sadikami ali cepiči, saj je težko ločiti poškodovane brste od nepoškodovanih. 
Šiške so opazne marca ali aprila. Odrasle osice pa se tudi širijo z letenjem s pomočjo vetra 
(Kos in Melika, 2015). 
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Delež evropskega pravega kostanja se v slovenskih gozdovih iz leta v leto zmanjšuje zaradi 
kostanjeve šiškarice. To pa ima za posledico manj plodov in količino pridelanega 
kostanjevega medu (Kos in Melika, 2015). 
Kemično zatiranje z insekticidi je neučinkovito tudi v drevesnicah, še bolj pa v rodnih 
nasadih in gozdovih. Jajčeca in ličinke so zavarovane v šiškah, kjer jih insekticid ne more 
doseči. Dokaj učinkovito je mehanično odstranjevanje napadenih poganjkov ali jih zaščititi 
z mrežami vendar je to dolgotrajen postopek (Seljak, 2011; Kos in Melika, 2015).  
T. sinensis prvotno izvira iz Kitajske in je edini parazitoid, ki parazitira specifično samo 
kostanjevo šiškarico s katero je tudi fenološko usklajen (Matošević in sod., 2014). 
Najučinkovitejše zmanjševanje populacije kostanjeve šiškarice je z biotičnim zatiranjem s 
parazitoidno osico Torymus sinensis Kamijo, ki parazitira kostanjevo šiškarico in tako omeji 
in z leti tudi zmanjša nastalo škodo (Colombari in Battisti, 2016).  
Leta 1979 in 1981 so na Japonskem v kostanjeve sestoje spustili skupno 260 samic T. 
sinensis za biotično zatiranje kostanjeve šiškarice z namenom proučevanja populacije. Po 10 
letih spremljanja so ugotovili, da se je populacija povečala za 25-krat in se razširila po celotni 
državi. Poškodbe na kostanju so se zmanjšale za 30 % (Aebi in sod., 2006). Po tem uspešnem 
poročanju so tudi v ameriška in kanadska območja ter leta 2005 nam najbližja italijanska 
napadena območja vnesli T. sinensis in dosegli izredne rezultate. Populacijo kostanjeve 
šiškarice so v Italiji zmanjšali do te mere, da so omejili gospodarsko škodo (Quacchia in 
sod., 2008). Prvi vnos T. sinensis v Sloveniji je bil leta 2015 (Matošević in sod., 2015). Z 
veliko večletnimi poskusi po Evropi, predvsem v Italiji, Sloveniji, na Hrvaškem in 
Madžarskem so ugotovili, da T. sisnensis efektivno zatira širjenje kostanjeve šiškarice ter, 
da se populacije parazitoida uspešno širijo na ogrožena gozdna območja (Matošević in sod., 
2017). 
Edini učinkovit način ko kostanjeva šiškarica še ni razširjena je ročno sprotno odstranjevanje 
in uničevanje okuženih delov kostanja. Zato je potrebno maja in junija temeljito pregledati 
nasade še posebej tista drevesa, ki so bila pripeljana v Evropo po letu 2002. Veje in poganjke 
s šiškami je potrebno porezati in uničiti, najbolje s sežigom. Ta metoda je uspešna samo 
preden osice izletijo iz šišk, to je potrebno storiti pred drugo dekado junija (Seljak, 2011). 
V primeru, da v nasadih oziroma rastlinah najdemo kostanjevo šiškarico je potrebno ravnati 
v skladu z 'Odločbo o nujnih ukrepih za preprečevanje vnosa in širjenja kostanjeve šiškarice 
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu' (Uradni list RS, št. 60/2005) in z Odločbo Komisije o 
začasnih nujnih ukrepih za preprečevanje vnosa kostanjeve šiškarice (Dryocosmus 
kuriphilus Yasumatsu) v Evropsko skupnost in njenega širjenja v E skupnosti (Seljak, 2011). 
Uspešno lahko preprečimo širjenja kostanjeve šiškarice, če vemo za izvor sadilnega in 
razmnoževalnega materiala evropskega pravega kostanja, ki ima priložen veljavni rastlinski 
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potni list (RPL), ki zagotovi vse potrebne informacije. RPL mora imeti vsaka sadika in drugi 
deli kostanja z izjemo plodov. Z RPL imamo zagotovljen izvor sadilnega materiala iz držav 
v katerih ni prisotna kostanjeva šiškarica ali izvor rastlin iz območij v katerih ni napadov s 
kostanjevo šiškarico (Seljak, 2011). 
2.4 RAZMNOŽEVANJE KOSTANJA Z MIKROPROPAGACIJO  
Pri kostanju je uveljavljeno vegetativno razmnoževanje, razen v žlahtniteljske namene se 
uporablja generativno. Zaradi težavnosti vegetativnega razmnoževanja tako in vivo kot in 
vitro na trgu primanjkuje sadilnega materiala. 
Mikropropagacija je postala zanesljiv in rutinski pristop za hitro razmnoževanje rastlin, ki 
temelji na rastlinski celici, tkivu in rastlinskih organih na določenem gojišču v sterilnih 
razmerah. Veliko raziskav je bilo narejenih predvsem na izboljšanju regeneracije pri 
različnih rastlinskih vrstah. Vendar je kar veliko lesnatih, med njimi tudi sadne vrste, ki še 
vedno ostajajo uganka za in vitro razmnoževanje in zahtevajo specifične pogoje za rast in 
razvoj, ki še niso dovolj dobro proučeni (Jain in Häggman, 2007).  
Izraz mikropropagacija pomeni razmnoževanje oz. kloniranje rastlin v in vitro razmerah. 
Mikropropagacija je osnovna tehnika tkivnih kultur in s tem biotehnologije. Razlika med 
klasičnim razmnoževanjem in mikropropagacijo je v hitrosti razmnoževanja, dlje časa lahko 
rastlino ohranjamo v vegetativni fazi, tudi tiste, ki v naravi hitreje zaključijo razvoj. Po 
končanem razmnoževanju je rezultat popolnoma enak kot pri in vivo, to je ukoreninjena 
rastlina (Bohanec in sod., 2004).  
Glavna značilnost razmnoževanja z mikropropagacijo je visoka sposobnost razmnoževanja 
posameznih rastlin. V enem mesecu dobimo dovolj poganjkov, da jih lahko razdelimo na 
več delov. Če želimo dobiti čim večje število poganjkov jih razdelimo na več delov in to 
ponavljamo več mesecev. Z mikropropagacijo lahko v kratkem času namnožimo zelo veliko 
poganjkov. Rast in razvoj poganjkov uravnavamo z eksogenimi rastlinskimi hormoni, ki so 
sestavni del gojišča. Ko imamo zadostno količino poganjkov sledi koreninjenje in 
aklimatizacija (Bohanec in sod., 2004). 
Mikropropagacija se najpogostejše uporablja pri okrasnih rastlinah, čeprav so stroški 
pridelave večji. Glavni stroški so stroški ročnega dela. Prav zaradi tega se iščejo različni 
načini za zmanjšanje ročnega dela. Rešitve predvsem iščejo v avtomatizaciji postopka, 
predvsem v robotiki ali pa je rešitev tudi v razvoju somatske embriogeneze. Dandanes je 
mikropropagacija čisto običajen del pridelovanja rastlin, ki pa zahteva veliko znanja na tem 
področju. (Bohanec in sod., 2004). 
Postopek mikropropagacije delimo na 5 faz: faza 0 je priprava maternih rastlin, v fazi 1 
naredimo iniciacijo kulture, v fazi 2 razmnožujemo poganjke, v fazi 3 podaljšujemo 
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poganjke in koreninjenje rastlin in v zadnji fazi 4 pa aklimatiziramo rastline (Bohanec, 
1992).  
Za uspešno pridobitev sadik je potrebno obvladati vse faze mikropropagacije, vendar je pri 
različnih rastlinah to lahko velik problem. Pri pravem evropskem kostanju smo ugotovili, da 
je najtežja faza mikropropagacije faza 3 in sicer koreninjenje (Bohanec, 1992).  
2.4.1 Koreninjenje  
Po uspešnih prvih dveh fazah mikropropagacije sledi tretja faza, to je podaljševanje 
poganjkov in koreninjenje. Ko imamo dovolj dolge in zadostno količino poganjkov, jih 
ukoreninimo. Pomembno je, da so poganjki dovolj veliki, da lahko preživijo fazo 
koreninjenja. Poznamo dva načina koreninjenja poganjkov: in vitro in in vivo koreninjenje 
(Bohanec, 1992). 
V in vitro razmerah koreninimo poganjke na posebnem gojišču, ki vsebuje avksine (IBA, 
IAA, NAA). Določene rastline (krompir, vodna kreša, tobak itd.) ne potrebujejo posebnega 
gojišča za koreninjenje, saj se ukoreninijo že na gojišču za razmnoževanje. Poznamo pa tudi 
rastline, to so predvsem lesnate, okrasne rastline in nekatera sadna drevesa, ki pa se zelo 
težko ukoreninijo in potrebujejo posebne razmere. Velikokrat se pri teh rastlinah zgodi, da 
na gojišču za koreninjenje ne poženejo korenin ali pa tvorijo kalus. Če na odrezanem mestu 
nastane kalus, se lahko tvorijo korenine, vendar pa ti poganjki klub temu propadejo, saj 
korenine nimajo direktnega stika s poganjkom. Prav to pa je razlog, da že med postopkom 
razmnoževanja poganjkov odstranjujemo kalus oziroma kalus odstranimo pred fazo 
koreninjenja (Bohanec, 1992). 
Pri koreninjenju poganjkov igra zelo pomembno vlogo velikost poganjkov, ki jih imamo 
namen ukoreniniti. Poganjki, ki so premajhni se velikokrat ne ukoreninijo, preveliki 
poganjki pa lahko kasneje propadejo (Bohanec, 1992). 
Za koreninje poganjkov imamo gojišča, ki vsebujejo manjše koncentracije makro in 
mikroelementov, z manjšo vsebnostjo saharoze in agarja ter vsebujejo hormone, avskine 
(Bohanec, 1992). 
Poznamo tudi malo manj znano metodo pridobivanja korenin. Poganjke na gojišču za 
razmnoževanje zalijemo z gojiščem za koreninjenje (Bohanec, 1992). 
Druga metoda koreninjenja pa je in vivo koreninjenje, kjer poganjke koreninimo direktno na 
substratu za aklimatizacijo. Takšen način je cenovno bolj primeren za komercialne 
laboratorije. Pri določenih rastlinah in vitro koreninjenje ni mogoče oziroma je težje, zato je 
in vivo koreninjenje bolj primerno. Ta postopek je zelo preprost, saj manjše poganjke 
posadimo v substrat, jih orosimo in zalijemo. Lahko pa si tudi za bolj uspešno koreninjenje 
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pomagamo s hormoni v prašku, v katerem povaljamo poganjke ali pa jih zalijemo z mešanico 
z določenimi sestavinami iz gojišča za koreninjenje (Bohanec, 1992).  
Poznamo pet najbolj pogostih rastlinskih hormonov, ki se uporabljajo tudi v tkivni kulturi. 
Ti hormoni so: avksin, citokinin, giberelin, abscizinska kislina in etilen. Več let oziroma 
desetletij so s poskusi proučevali, kako jih uporabiti in kakšne učinke imajo na rastline (Pop 
in sod., 2011).  
Za oblikovanje korenin je potrebna prisotnost in delovanje avksina. Ta je lahko prisoten 
naravno (endogeno) v rastlini ali pa ga dodamo v gojišče. Avksin je naravno prisoten v obliki 
indol-3-ocetne kisline (IAA), ki se sintetizira v vršičkih mladih rastlin in brstih (Osterc in 
Štampar, 2011).  
Razvoj posameznih rastlin je odvisen od genetskih in okolijskih dejavnikov, ki imajo učinek 
na biosintezo avksina, metabolizem, transport in določene signalne poti. Skozi veliko 
raziskav so ugotovili vlogo avsina pri regulaciji mehanizmov koreninjenja (Pop in sod., 
2011). 
Adventivne korenine lahko nastanejo iz stebelnega tkiva v naravnih razmerah, lahko pa se 
razvijejo, kadar so rastline v stresnih razmerah. Korenine se lahko razvijejo tudi zaradi 
mehanskih poškodb ali pa po regeneraciji poganjkov v tkivni kulturi (Pop in sod., 2011). 
Faze koreninjenja je mogoče razlikovati na različne načine, saj imajo različne hormonske 
zahteve. Pri različnih rastlinah so ugotovili, da so različno občutljive na avksin in citokinin 
v prvih 24 urah. Razlike se pokažejo kasneje, ko se celice odzovejo na avksin. Kljub vsemu 
pa pri večini vrst velja, da so rastline najbolj občutljive za delovanje avksina ravno nekako 
24 ur po začetku razmnoževanja (Pop in sod., 2011; Osterc in Štampar, 2011).  
Avksini so skupina hormonskih signalov, pridobljeni iz triptofana, ki so vključeni v večino 
rastlinskih razvojnih faz. Avksin ima pomembno vlogo pri nadzoru rasti in razvoju rastlin, 
pri zgodnji fazi embriogeneze, organizaciji apikalnega meristema (filotaksija) in pri 
razvejanosti rastlinskih nadzemnih delov (apikalna prevlada), nastajanju glavne korenine in 
lateralni ter naključni koreninski iniciaciji. Avskin je tudi ključen pri gravitropizmu in 
fototropizmu. Vsi ti učinki na rastlino se rezultirajo v celičnih delitvah, elongaciji celic in 
določeni stopnji diferenciacije. Avksin se sintetizira predvsem v mladih listih in se 
transportira v druga tkiva, kjer uravnava rast in olajša odzive na spremembo okolja (Pop in 
sod., 2011). 
IBA (indol maslena kislina) se uporablja za koreninjenje v komercialnih laboratorijih za 
pridobivanje sadik itd. Prav tako poznamo tudi IAA (indol-3-ocetna kislina) in NAA (α-
naftalen ocetna kislina). Avksin vstopi v poganjek skozi odrezano površino stebla, po 
subkultivaciji poganjkov. Na tem mestu epidermis slabše deluje in se avksin ujame v celice 
zaradi spremenjene pH vrednosti (Pop in sod., 2011).  
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Avksin in etilen sta pogosto opisana kot aktivatorja, medtem ko sta citokinin in giberelin 
inhibitorja za oblikovanje adventivnih korenin. Najpogostejše se kot rastni hormoni 
uporabljajo: IBA, NAA in IAA ter komercialni koreninski promotorji (komercialni rastni 
praški). Faza koreninjenja je ključnega pomena pri lesnatih rastlinah, kjer se pogosto 
pojavijo težave in je odvisna od avksina. Hormon IAA je bil prvi uporabljeni za spodbujanje 
korenin pri poganjkih. Takoj za IAA pa so odkrili IBA, ki je prav tako spodbujal koreninjenje 
poganjkov in je bil učinkovitejši. Dandanes se hormon IBA komercialno uporablja za in 
vitro koreninjenje in je v splošnem učinkovitejši kot IAA (Pop in sod., 2011). 
Avksin je eden glavnih endogenih hormonov, ki je vpleten v fiziološke procese razvoja 
adventivnih korenin. Visoka endogena koncentracija avksina je običajno povezana z visoko 
stopnjo koreninjenja na začetku nastajanja korenin. Dokazali so, da je avksin učinkovit 
induktor adventivnih korenin pri mnogih lesnatih vrstah in se običajno sintetizira v vrhnjem 
delu stebla in mlajših listih ter se nato prenese do dela za tvorbo korenin (Pop in sod., 2011).  
2.4.2 Vitrifikacija poganjkov 
Pogost nezaželen pojav pri mikropropagaciji je vitrifikacija. Pojavi se lahko takoj na začetku 
ali v nadaljnjih postopkih pri subkultivaciji. Vitirfikacija je predvsem fiziološka sprememba 
v tkivu, največkrat v listih. Za njo je značilno, da so tkiva steklenega videza (prosojna, 
nabrekla, polna vode, nepravilne rasti). Eden od znakov vitrifikacije je tudi motnja v 
fotosintezi in izmenjavi plinov (CO2, vodna para). Motnje pa se kažejo tudi v steblih in 
koreninah. Opazili pa so tudi, da je pri veliko rastlinskih vrstah vitrifikacija povezana tudi z 
okvaro listnih rež, saj so stalno odprte in v kakovosti in količini epikutikularnega voska. Prav 
zaradi teh motenj pa je otežena mikropropagacija rastlin (Ziv 1991). 
Vitrifikacija pa je tudi odvisna od vrste rastline, saj so določene rastline bolj občutljive kot 
druge. Gaspar in sod. (1987) so opazovali in primerjali vitrifikacijo pri 13 različnih 
rastlinskih vrstah. Ugotovili so, da so znaki vitrifikacije različni od vrste do vrste.  
Vitrifikacija se hitreje pojavi oz. zvišuje, če so prisotne velike količine rastnih hormonov, 
kot je citokinin, vendar če se želimo izogniti vitrifikaciji imamo pa posledično upočasnjeno 
rast in razraščanje (Ziv, 1991). Pri kostanju so Viéitez in sod. (1985) opazili, da so 
vitrificirani poganjki manjši in stekleni, prav tako pa je bilo na steblih manj sklerenhimskega 
tkiva in koreninske celice so bile hiperhidrirane.   
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
Z in vitro razmnoženimi poganjki evropskega pravega kostanja iz dveh lokacij Vipavske 
doline (Vollmeier, 2017) smo nadaljevali poskuse koreninjenja. Primerni za koreninjenje so 
bili genotipi iz kraja Pedrovo, ki smo jih poimenovali P. in sicer regeneranta v tkivni kulturi 
z oznako P. 4 in P. 5 ter 3 regeneranti iz kraja Štjak z oznakami Š2 3, Š2 26 in Š2 34 
(preglednica 1). Ocenjena starost dreves iz katerih je bil nabran izvorni material za zasnovo 
tkivne kulture je približno 100 – 120 let. Obe drevesi sta napadeni s kostanjevo šiškarico in 
leta 2015 sta bili v zelo slabem stanju. Enoletni poganjki, brez vidnih znakov poškodb so 
bili odrezani iz krošnje (preglednica 1). Poganjki so bili dani v vodo in po 10 do 14 dneh so 
odgnali poganjke iz katerih je bil zasnovan in vitro poskus.  
Preglednica 1: Oznake genotipov in izvor evropskega pravega kostanja vključenih v poskus in vitro 
koreninjenja  
Genotip Kraj nabiranja 
Del drevesa nabranih 
poganjkov 
Š2 3 Štjak  krošnja 
Š2 26 Štjak  krošnja 
Š2 34 Štjak  krošnja 
P. 5 Pedrovo  krošnja 
P. 4 Pedrovo  krošnja  
3.2 GOJIŠČE 
Pri razmnoževanju poganjkov smo uporabili gojišče MS-½NO3, ki je bilo sestavljeno iz 
makro- in mirkoelementov MS gojišča (Murashige in Skoog, 1962) s polovično 
koncentracijo dveh nitratov NH4NO3 in KNO3 (Viéitez in sod., 1983) ter dodanim 
citokininom BAP (0,5 mg/L) za pospeševanje razraščanja. Prav tako pa smo MS-½NO3 
gojišče uporabili pri koreninjenju poganjkov, vendar pa to gojišče ni vsebovalo citokinina 
BAP, ampak avksine: IBA, IAA ali NAA ter 9 gojišč od 15 je vsebovalo še kokosovo vodo 
(150 mL/L) (preglednici 2 in 3).  
Na gojišče za razmnoževanje smo inokulirali nodijske izsečke, velike približno 1 do 2 cm. 
Po treh do štirih tednih so se oblikovali poganjki. Vitalne poganjke, velike približno 2 do 5 
cm smo inokulirali na gojišče za koreninjenje. Na gojišču za koreninjenje smo jih pustili 
približno štiri tedne in nato preverili vitalnost poganjkov in uspešnost koreninjenja.  
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3.2.1 Sestava gojišč za razmnoževanje in koreninjenje 
Preglednica 2: Sestava MS-½NO3 gojišča za razmnoževanje in koreninjenje evropskega pravega kostanja 
Sestavine 
                 MS-½NO3 gojišče za 
Razmnoževanje Koreninjenje 
Makroelementi (g/L)    
NH4NO3 0,825 0,825 
KNO3 0,95 0,95 
CaCl2 0,330 0,330 
MgSO4 x 2H2O 0,370 0,370 
KH2PO4 0,170 0,170 
Mikroelementi (g/L)   
H3BO3 0,62 0,62 
FeNa2 EDTA x 2H2O  3,7 3,7 
FeSO4 x 7H2O 2,78 2,78 
MnSO4 x H2O 1,69 1,69 
ZnSO4 x7H2O 0,68 0,68 
CoCl2 x 6H2O 0,025 0,025 
CuSO4 x 5H2O 0,025 0,025 
Kl 0,83 0,83 
Na2MoO4 x 2H2O 0,25 0,25 
Ogljikovi hidrati (g/L)   
Saharoza 30 30; 60; 90 
Glukoza / 20 
Fruktoza  / 20 
Organske snovi in vitamini (g/L)   
Tiamin 0,5 0,5 
Inozitol  0,1 0,1 
Hormoni (g/L)   
BAP 0,5 / 
IBA / 0,001; 0,004; 0,01 
IAA / 0,001; 0,004 
NAA / 0,004; 0,01 
Strjevalec (g/L)   
Agar  9 9 
pH vrednost 5,6 5,6 
Dodatek v gojiščih (mL/L)   
Kokosova voda 0 150 
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Skupno smo pripravili 15 gojišč za koreninjenje evropskega pravega kostanja, ki smo jih 
poimenovali K1 do K15. Vsa ta gojišča so vsebovala različne hormone in koncentracije iz 
skupine avksinov ter različne sladkorje. Sestavo gojišč in koncentracije smo povzeli po 
literaturi in nekaj gojišč smo sestavili po lastni presoji (MS - Murashigue in Skoog, 1962; 
Viéitez in sod., 1983; GD - Gresshof in Doy, 1972, cit. po. Tetsumura in Yamashita, 2004; 
WP - Lloyd in McCown, 1981, BT - Chalupa, 1984; DKW - Driver in Kuniyuki, 1984, cit. 
po. Osterc in sod., 2005; Capuana in Di Lonardo, 2013). Navedeni avtorji navajajo pozitivne 
rezultate koreninjenja križancev evropskega pravega kostanja z azijskimi vrstami in pri 
drugih lesnatih vrstah iz družine Fagacea. Vsebnost različnih sladkorjev v gojišču smo 
povzeli po Park in sod. (2017), ki so imeli z glukozo in fruktozo dobre rezultate koreninjenja 
pri breskvi.  
3.2.2 Priprava gojišč za razmnoževanje in koreninjenje 
Za pripravo gojišč smo najprej natehtali vse potrebne sestavine in jih pretresli v čašo z 
bidestilirano vodo ter dodali magnet obdan s teflonom. Čašo s sestavinami in magnetom smo 
postavili na električno-magnetni mešalnik, da so se vse sestavine stopile. V čašo z 
natehtanimi sestavinami smo odpipetirali iz založnih raztopin makro– in mikroelemente ter 
hormone, ki smo jih zaradi nizke koncentracije pripravili v založni raztopini, da ohranimo 
natančnost. Z merilno bučo smo določili končni volumen in gojišče prelili nazaj v čašo, da 
smo uravnali pH vrednot na 5,6 s postopnim dodajanjem KOH ali HCl. Natehtani agar smo 
pretresli direktno v steklenice Scott – Duran ter dolili gojišče. Po končanem avtoklaviranju 
smo gojišča prelili v petrijevke, premera 90 x 15 mm. Nekatera gojišča za koreninjenje smo 
prav tako avtoklavirali v steklenicah Scott – Duran in jih po tem razlili v sterilne kozarce s 
polipropilenskimi pokrovi, premera 55 x 75 mm, nekatera gojišča pa smo v mikrovalovni 
pečici trikrat z vmesnim mešanjem segreli do vrelišča, da se je agar popolnoma raztopil ter 
jih razlili v kozarce s pokrovi. 
Avtoklaviranje gojišč je trajalo 20 minut pri 121 °C in pritisku 1,1 bar. Po končanem 
avtoklaviranju smo steklenice z gojiščem za razmnoževanje in koreninjenje ohladili na 
približno 60 do 50 °C in jih premešali z vrtenjem po delovni površini ter v brezprašni komori 
prelili v sterilne petrijevke ali kozarce s pokrovi.  
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3.3 METODE DELA 
Poskus razmnoževanja in koreninjenja je potekal v in vitro razmerah z rastlinskim 
materialom, ki je bil že razmnožen s tkivno kulturo. Za uspešno pridobitev sadik kostanja s 
postopkom mikropropagacije je potrebo opraviti pet faz dela. V prvi fazi zasnujemo in vitro 
kulturo, nato sledi regeneracija, razmnoževanje poganjkov, koreninjenje poganjkov in na 
koncu še aklimatizacija rastlin. V našem poskusu smo želeli optimizirati fazo razmnoževanja 
in koreninjenja ter v nadaljevanju postopek aklimatizacije.  
Nodijske izsečke in poganjke smo gojili v rastni komori pri beli neonski svetlobi. V rastni 
komori je bila zagotovljena intenziteta svetlobe 40 µE/m2s s fotoperiodo 16 h svetlobe in 8 
h teme ter temperaturo 23 ± 1 °C.  
3.3.1 Razmnoževanje poganjkov 
Iz nodijskih izsečkov smo na gojišču MS-½NO3 z dodatkom BAP razmnožili poganjke. 
Namen razmnoževanja je bil pridobiti čim več vitalnih poganjkov, primernih za 
koreninjenje. Razmnoževanje poganjkov je potekalo vzporedno s poskusi za koreninjenje, 
le tako smo imeli, ves čas trajanja poskusa, dovolj primernih poganjkov za koreninjenje 
(slike 5, 6 in 7).  
 
Slika 5: Nodijski izsečki evropskega pravega kostanja pripravljeni za inokulacijo na gojišče za 
razmnoževanje 
 
Slika 6: Poganjki evropskega pravega kostanja na MS-½NO3 gojišču za razmnoževanje 
 
Zagrajšek K. In vitro reševanje … evropskega pravega kostanja … napadenega s kostanjevo šiškarico. 19 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
Slika 7: Prikaz razreza poganjka za razmnoževanje na več delov: A – vršiček, B in C – nodij 
Poganjke iz faze razmnoževanja smo razrezali na nodijske izsečke in jih inokulirali na 
razmnoževalno MS-½NO3 gojišče v petrijevke (slika 7B in C), medtem ko smo vršičke 
inokulirali na gojišče za koreninjenje (slika 7A) v kozarce s polipropilenskimi pokrovi. 
Petrijevke in kozarce ter pokrove smo zatesnili s parafilmom in jih dali v rastno komoro za 
tri do štiri tedne oziroma toliko časa, da smo dobili dovolj dolge poganjke. V tem času so 
bili poganjki dolgi 2 – 5 cm in primerni za koreninjenje. Poganjke smo večkrat subkultivirali 
na razmnoževalno gojišče, da smo imeli dovolj poganjkov za poskuse koreninjenja. 
3.3.2 Koreninjenje poganjkov 
Za koreninjenje poganjkov evropskega pravega kostanja smo uporabili enako gojišče kot za 
razmnoževanje brez BAP in dodali smo avksine (IBA, IAA, NAA) in kokosovo vodo z 
oznakami K1 do K9. Brez kokosove vode so bila gojišča z oznakami K10 do K15. Gojišče 
K14 je vsebovalo glukozo (20 g/L) in gojišče K15 fruktozo (20 g/L) namesto saharoze 
(preglednica 3)  
Gojišča za koreninjenje smo pripravili po enakem postopku kot za razmnoževanja. Po ali 
pred avtoklaviranjem smo 20 mL gojišča razlili v kozarce (slika 9). Za koreninjenje smo 
izbrali lepe in vitalne, 2 – 5 cm dolge poganjke (slika 8). Poganjkom smo odrezali bazalni 
del in jih inokulirali na gojišče za koreninjenje.  
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Slika 8: Vitalen poganjek evropskega pravega kostanja primeren za koreninjenje 
Koreninjenje smo opravili v 5-ih obdobjih na 15-ih različnih gojiščih z dodanimi avksini ali 
brez, kokosovo vodo in različnih sladkorjev. Pred inokulacijo na brezhormonsko gojišče za 
koreninjenje smo poganjke za 10 sekund namakali v hormonski raztopini IBA, IAA ali NAA 
(4 mg/L) (preglednica3).  
 
Slika 9: Vitalni poganjki evropskega pravega kostanja na gojišču za koreninjenje 
V 1. poskusu koreninjenja smo pripravili 4 gojišča. V gojišče K1 smo dodali hormon IBA 
(4 mg/L), v gojišče K2 NAA (4 mg/L) in gojišče K3 IAA (4 mg/L) ter v gojišče K4 nismo 
dodali hormonov. V vsa gojišča smo dodali kokosovo vodo (150 mL/L). V primeru gojišča 
K4 smo poganjke za 10 sekund namakali v raztopini hormonov IBA, NAA ali IAA v 
koncentraciji 4 mg/L in jih inokulirali na brezhormonsko gojišče (preglednica 3).  
V 2. poskusu koreninjenja smo imeli dve gojišči K5 z dodatkom NAA (10 mg/L) in gojišče 
K6 je vsebovalo IBA (10 mg/L) (preglednica 3).  
V poskusu 3 smo preverjali vpliv različnih koncentracij saharoze na koreninjenje. Pripravili 
smo gojišča K7, K8 in K9, ki so vsebovala 30, 60 in 90 g/L saharoze ter kombinacijo 
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hormona IBA in IAA (1 + 1 mg/L). Polovico gojišč s poganjki smo dali za 7 dni v kartonasto 
škatlo, da smo zagotovili temo in jo dali v rastno komoro. Po 7 dneh smo jih dali iz škatle v 
rastno komoro s fotoperiodo 16 h svetlobe in 8 ur teme (preglednica 3). 
Pri poskusu 4 smo imeli gojišča K10, K11 in K12 brez dodatka kokosove vode in 60 g/L 
saharoze. Gojišče K10 je vsebovalo kombinacijo hormonov IBA in NAA (1 + 1 mg/L), 
gojišče K11 samo IBA (4 mg/L) in gojišče K12 samo NAA (4 mg/L) (preglednica 3).  
V poskusu 5 smo želeli ugotoviti vpliv različnih sladkorjev na koreninjenje. Pripravili smo 
tri različna gojišča brez hormonov in z različnimi sladkorji. Uporabili smo 30 g/L saharoze, 
20 g/L glukoze ali 20 g/L fruktoze. Poganjke smo na gojišču brez hormona pustili 7 dni, nato 
smo jih prestavili na gojišča K13, K14 in K15 z enakim sladkorjem in koncentracijo ter 
dodali v vsako gojišče še hormon IBA (1 mg/L) (preglednica 3).  
Preglednica 3: Različna sestava gojišč za koreninjenje evropskega prave kostanja 
Oznaka 
poskusa 
Oznaka 
gojišča 
Vrsta avksina Konc. avksina 
(mg/L) 
Vrsta 
sladkorja 
Konc. 
sladkorja 
1 
K1 IBA  4  Saharoza   30 
K2 NAA 4  Saharoza  30 
K3 IAA 4  Saharoza  30 
K4 0 0  Saharoza  30 
2 
K5 NAA 10  Saharoza  30 
K6 IBA 10  Saharoza  30 
3 
K7 IBA + IAA 1 + 1 Saharoza  30 
K8 IBA + IAA 1  + 1  Saharoza  60 
K9 IBA + IAA 1 + 1  Saharoza  90 
4 
K10 IBA + NAA 1 + 1 Saharoza 60 
K11 IBA 4 Saharoza 60 
K12 NAA 4 Saharoza 60 
5 
K13 IBA 1 Saharoza 30 
K14 IBA 1 Glukoza 20 
K15 IBA 1 Fruktoza 20 
Skupno smo zasnovali 5 poskusov s 15 različnimi gojišči, ki so vsebovala različne avksine 
in sladkorje. Med njimi je bilo brezhormonsko gojišče K4 in gojišča K13, K14 in K15 v 
prvih 7 dneh inokulacije prav tako niso vsebovala hormon, ampak različne sladkorje 
(preglednica 3). 
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3.3.3 Bonitiranje in statistična obdelava podatkov 
Pri razmnoževanju poganjkov smo bonitiranje opravili samo v prvem poskusu 
razmnoževanja in, ker smo na izbranem gojišču za oba genotipa dobili zadovoljivo število 
poganjkov za koreninjenje, smo v nadaljevanju razmnoževanja bonitiranje opustili. Pri 
koreninjenju smo bonitiranje kulture opravili po vsakem končanem poskusu za oba genotipa. 
Skupno je bilo zasnovanih 5 poskusov in 18 subkultivacij (14 gojišč z dodanimi hormoni in 
3 brezhormonska gojišča za 7 dni nato inokulacija na hormonska gojišča pri poskusu 5).  
Pri razmnoževanju evropskega pravega kostanja smo spremljali število vitalnih poganjkov, 
število propadlih in okuženih poganjkov. Prav tako pa smo tudi spremljali število novo 
nastalih poganjkov glede na inokuliran izseček. Pridobljene podatke smo nato primerjali 
med obema genotipoma. Pri koreninjenju evropskega pravega kostanja smo prav tako 
spremljali število vitalnih, propadlih, z odmrlim vršičkom, okuženih in vitrificiranih 
poganjkov ter poganjkov z in brez kalusa. Glavni cilj naloge je bil pridobiti poganjke s 
koreninami, tako smo pri vsakem poskusu spremljali pojav le teh. 
Razmnoževanje poganjkom smo spremljali samo v prvem poskus in podatke obdelali s 
programom Microsoft Excel ter ugotovili, da je MS-½NO3 gojišče zelo primerno za 
razmnoževanje izbranih genskih virov kostanja z oznako P. in Š2. Koreninjenje kostanja pa 
je zajemalo več poskusov in več gojišč ter smo s tem pridobili veliko podatkov, ki smo jih 
obdelali s programom Statgraphics XV. Opravili smo enosmerno analizo variance – 
ANOVA, s katero smo pridobili oziroma ovrgli značilne razlike med opazovanimi parametri. 
V primeru statistično značilnih razlik smo opravili še Duncan-ov test mnogoterih razlik, s 
katerim smo potrdili razlike znotraj obravnavanj. Rezultate smo prikazali v obliki preglednic 
in grafov, ki smo jih grafično oblikovali s programom Microsoft Excel. 
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4 REZULTATI 
V in vitro poskus koreninjenja smo vključili evropski pravi kostanj iz dveh primorskih 
lokacij: vasi Pedrovo z oznaka P. dva genotipa P. 4 in P. 5 ter iz vasi Štjak z oznaka Š2 tri 
genotipe Š2 3, Š2 26 in Š2 34. Pred vsakim poskusom koreninjenja smo opravili 
razmnoževanje, da smo si pridobili zadostno število poganjkov obeh genotipov.  
4.1 IN VITRO RAZMNOŽEVANJE 
Iz predhodno in vitro zasnovane kulture evropskega pravega kostanja smo razmnožili 
zadostno število primernih poganjkov za drugi del poskusa – koreninjenje. Pri in vitro 
razmnoževanju smo spremljali nastale vitalne, propadle in okužene poganjke. Vitalne smo 
vključili v poskus koreninjenja, propadle in okužene smo izločili. Pridobljeni rezultati so 
prikazani v preglednici 4 in sliki 10.  
Preglednica 4: Skupno število nastavljenih nodijskih izsečkov, vitalnih in propadlih poganjkov evropskega 
pravega kostanja  
Oznaka 
genskega 
vira 
Število poganjkov 
Vsota 
Vitalni Propadli Okuženi 
P. 4 18 7 5 30 
P. 5 43 15 10 68 
Š2 3 534 60 23 617 
Š2 26 47 3 5 55 
Š2 34 17 11 2 30 
 
Poganjke smo po štirih tednih rasti na MS-½ NO3 z dodatkom hormona BAP razvrstili na 
vitalne, propadle in okužene (preglednica 4 in slike 10, 11 in 12). Vitalne poganjke, ki so 
bili veliki približno 2 do 5 cm smo vključili v poskus koreninjenja, manjše od 2 cm pa nazaj 
na gojišče za razmnoževanje. Propadle poganjke (slika 12A), ki so bili rjavi (razpad 
klorofila) močno vitrificirani ter okužene poganjke (slika 11B) z glivami (plesnijo) ali 
bakterijami smo izločili iz poskusa.  
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Slika 10: Odstotek nastalih vitalnih, propadlih in okuženih poganjkov evropskega pravega kostanja v in vitro 
razmnoževanju 
Od 5 genotipov evropskega pravega kostanja vključenih v poskus razmnoževanja smo jih 
največ nodijskih izsečkov inokulirali na gojišče pri genotipu Š2 3, kar 617 (preglednica 4). 
Pri razmnoževanju je bil najbolj uspešen genotip Š2 3, saj smo pridobili 534 oz. 86,5 % 
vitalnih poganjkov. Odstotek manj (85,5 %) vitalnih poganjkov je bilo pri genotipu Š2 26. 
Najmanj vitalnih poganjkov (56,7 %) smo dobili pri genotipu z oznako Š2 34. Pri genotipu 
P. je nastalo manj vitalnih poganjkov, in sicer pri P. 4 (60,0 %) in P. 5 (63,2 %) v primerjavi 
z genotipoma Štjak (Š2 3 in Š2 34). Najmanj propadlih poganjkov je bilo pri Š2 3 (9,7 %) 
in Š2 26 (5,5 %). Največ okuženih poganjkov je bilo pri genotipu P., in sicer 14, 7 % pri P. 
5 in 16,7 %. pri genotipu P. 4. Pri genotipu Š2 pa je bilo manj okužb od 3,7 do 9,1 % 
(preglednica 4 in sliki 10 in 11B).  
 
                       A                                                 B 
Slika 11: Primerjava neokužene in okužene kulture evropskega pravega kostanja: A – vitalni poganjki na 
MS-½NO3 gojišču za razmnoževanje; B – okuženi poganjki na enakem gojišču 
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                           A       B 
Slika 12: Razlika v in vitro razmnoževanju evropskega pravega kostanja: A – propadli poganjek; B – vitalni 
poganjek  
Preglednica 5: Množitveni indeks nastalih poganjkov petih genskih virov evropskega pravega kostanja 
Oznaka  
genskega vira 
Inokulirani izsečki  Nastali poganjki 
Povprečno število 
nastalih poganjkov 
P. 4 18 48 2,7 
P. 5 43 74 1,7 
Š2 3 534 1048 2,0 
Š2 26 47 91 1,9 
Š2 34 17 76 4,5 
 
V preglednici 5 in sliki 14 so prikazani rezultati razmnoževanja evropskega pravega kostanja 
glede na število novo nastalih poganjkov. Ker smo MS-½NO3 gojišču za razmnoževanje 
dodali BAP, ki je hormon za regeneracijo in razraščanje smo spremljali novo nastale 
poganjke (slika 13). Iz pridobljenih rezultatov smo nato izračunali povprečno število novo 
nastalih poganjkov. Pri genotipu z oznako Š2 34 smo dobili največje povprečno število, kar 
4,5 novo nastalih poganjkov na izseček. Pri genotipu P. 4 smo dobili v povprečju 2,7 
poganjkov na izseček in pri genotipu Š2 3 nekaj manj 2 poganjka ter pri genotipu Š2 26 v 
enem razmnoževalnem ciklusu 2,9 poganjkov. Pri genotipu P. 5 smo dobili najmanj v 
povprečju 1,7 poganjkov na inokuliran izseček (preglednica 5 in slika 14).  
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Slika 13: Razraščen izseček evropskega pravega kostanja po in vitro razmnoževanju 
 
Slika 14: Množitveni indeks poganjkov petih genskih virov evropskega pravega kostanja 
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4.2 IN VITRO KORENINJENJE 
Na gojišče za koreninjenje smo inokulirali vitalne poganjke (sliki 12B in 13). Skupaj smo 
opravili 5 poskusov koreninjenja s 15 različnimi gojišči, ki so vsebovala različne vrste in 
koncentracije avksina, različno vsebnost saharoze, glukoze in fruktoze ter z in brez kokosove 
vode (preglednica 6).   
Preglednica 6: Poskusi in neuspešen rezultat koreninjenja evropskega pravega kostanja  
Oznaka gojišča Genotip 
Št. inokuliranih 
poganjkov 
Št. poganjkov s 
koreninami 
K1 
Š2 65 0 
P. 10 0 
K2 
Š2 74 0 
P. 8 0 
K3 
Š23 82 0 
P. 12 0 
K4 
Š2 22 0 
P. 22 0 
K5 
Š2 38 0 
P. 35 0 
K6 
Š2 59 0 
P. 23 0 
K7 
Š2 56 0 
P. 12 0 
K8 
Š2 58 0 
P. 8 0 
K9 
Š2 71 0 
P. 8 0 
K10 
Š2 3 73 0 
P. 5 6 0 
K11 
Š2 3 74 0 
P. 5 4 0 
K12 
Š2 3 56 0 
P. 5 4 0 
K13 
Š2 27 0 
P. / 0 
K14 
Š2 24 0 
P. / 0 
K15 
Š2 24 0 
P. / 0 
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Pri vseh poskusih koreninjenja smo bili neuspešni (preglednica 6). Postopek in vitro 
koreninjenje nismo mogli optimizirati. Poganjki, ki smo jih koreninili so se na nekaterih 
gojiščih samo podaljšali, večina jih je na bazi oblikovala kalus, nekaj jih je v celoti propadlo, 
nekateri so imeli odmrle vršičke ali se vitrificirali. V postopku koreninjenja smo želeli izbrati 
gojišče, ki bi omogočilo normalno rast poganjkov in koreninjenje. Zelo pozorno smo 
spremljali nezaželene pojave na poganjkih.  
4.2.1 Analiza propadlih, z odmrlim vršičkom in vitrificiranih poganjkov evropskega 
pravega kostanja  
Zbrane podatke o nezaželenih pojavih na poganjkih smo obdelali z analizo variance 
(ANOVA) v primeru statistično značilnih razlik v obravnavanju smo z Duncan-ovim testom 
mnogoterih primerjav potrdili razlike znotraj obravnavanja. Nezaželene pojave na poganjkih 
smo razvrstili v propadle, kamor smo uvrstili okužene poganjke in v celoti propadle (sliki 
15A in C), z odmrlim vršičkom (slika 15B) in vitrificirane (slika 19).  
 
                         A           B           C 
Slika 15: Poganjki evropskega pravega kostanja po štirih tednih na gojišču za koreninjenje; A – okuženi 
poganjki, B – poganjek z odmrlim vršičkom; C – propadli poganjki 
Preglednica 7: Analiza variance propadlih, z odmrlim vršičkom in vitraficiranih poganjkov evropskega prvega 
kostanja na gojiščih za koreninjenje 
Vir 
variabilno-
sti 
Propadli Z odmrlim vršičkom Vitrificirani 
SP F – test p SP F – test p SP F – test p 
Genotip 1 21,56 0,0000 1 0,19 0,6625 1 0,53 0,4670 
Gojišče 14 6,45 0,0000 14 2,90 0,0004 14 5,06 0,0000 
Ugotovili smo, da genotipa z oznakama P. (4 in 5) ter Š2 (3, 26 in 34) nimata statistično 
značilnega vpliva na odmiranje vršičkov (p = 0,6625) in na vitrifikacijo poganjkov (p = 
0,4670). Potrdili pa smo statistično značilne razlike med genotipi v propadanju poganjkov 
(p = 0,0000). Pri genotipu P. je v povprečju propadlo 1,9 poganjkov in pri genotipu Š2 
značilno manj samo 0,8. Prav tako smo tudi potrdili, da ima gojišče značilen vpliv na 
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propadanje poganjkov (p = 0,0000), na poganjke z odmrlimi vršički (p = 0,0004) in na 
vitrifikacijo poganjkov (p = 0,0000) (preglednica 7).  
V opazovanih parametrih: propadli poganjki, poganjki z odmrlim vršičkom in vitrificirani, 
kjer smo potrdili značilne razlike (p ≤ 0,05) smo opravili Duncan-ov test mnogoterih 
primerjav. Iz rezultatov je razvidno, da med gojišči za opazovane parametre obstajajo 
značilne razlike. Pri propadlih poganjkih je nastalo šest homogenih skupin, pri poganjkih z 
odmrlimi vršički in vitrificiranimi poganjki pa pet homogenih skupin, katere se v večini 
prekrivajo (preglednica 8, slike 16, 17 in 18).  
Preglednica 8: Duncan-ov test mnogoterih razlik propadlih, z odmrlim vršičkom in vitrificiranih poganjkov 
evropskega pravega kostanja na gojiščih za koreninjenje, različne črke označujejo značilne razlike v opazovani 
lastnosti 
Propadli Z odmrlimi vršički Vitrificirani 
Gojiš-
če 
Povp. 
Stand. 
odkl. 
Hom. 
skup. 
Gojišče Povp. 
Stand. 
odkl. 
Hom. 
skup. 
Gojišče Povp. 
Stand. 
odkl. 
Hom. 
skup. 
K12 2,60 ±0,31 a K11 1,40 ±0,25 a K11 0,81 ±0,14 a 
K3 2,57 ±0,26 a K6 1,31 ±0,24 a K10 0,74 ±0,13 ab 
K11 2,02 ±0,27 ab K10 1,01 ±0,23 ab K5 0,64 ±0,14 ab 
K4 2,0 ±0,33 ab K5 0,88 ±0,24 abc K15 0,48 ±0,13 ab 
K9 1,94 ±0,94 ab K8 0,86 ±0,34 abc K13 0,39 ±0,14 abc 
K10 1,67 ±0,27 bc K1 0,86 ±0,33 abc K6 0,37 ±0,14 abc 
K1 1,26 ±0,27 bcd K3 0,62 ±0,23 bc K12 0,36 ±0,16 abc 
K8 1,13 ±0,37 bcd K15 0,39 ±0,23 bc K14 0,28 ±0,14 bc 
K7 1,02 ±0,36 cd K7 0,38 ±0,32 bc K4 0,00 ±0,17 c 
K2 1,00 ±0,27 cd K14 0,36 ±0,24 bc K7 0,00 ±0,13 c 
K5 0,91 ±0,28 cd K2 0,34 ±0,23 bc K3 0,00 ±0,13 c 
K15 0,84 ±0,26 cd K13 0,34 ±0,24 bc K1 0,00 ±0,14 c 
K14 0,77 ±0,27 cd K4 0,17 ±0,29 bc K8 0,00 ±0,19 c 
K13 0,63 ±0,27 d K12 0,17 ±0,27 bc K2 0,00 ±0,014 c 
K6 0,52 ±0,27 d K9 0,16 ±0,33 c K9 0,00 ±0,19 c 
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Slika 16: Povprečno število propadlih poganjkov evropskega pravega kostanja razvrščenih v homogene 
skupine 
Preglednica 8 in slika 16 prikazujeta rezultate Duncan-ovega testa propadlih poganjkov ter 
nastale homogene skupine. Pri propadlih poganjkih je nastalo šest homogenih skupin (a, ab, 
abc, bc, cd in d). V večini se pri propadlih poganjkih homogene skupine prekrivajo. Samo 
med dvema homogenima skupinama a in d obstajajo statistično značilne razlike. V skupini 
a imamo dve gojišči K3 in K12. Pri teh dveh gojiščih je v povprečju propadlo največ 
poganjkov K3 (2,57) in K12 (2,6) ter med njima ni statistično značilnih razlik. V skupini d 
z najmanj propadlimi poganjki sta prav tako dve gojišči med katerima ni značilnih razlik, in 
sicer K6 (0,52) in K13 (0,63). 
 
Slika 17: Povprečno število poganjkov z odmrlim vršičkom evropskega pravega kostanja razvrščenih v 
homogene skupine 
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Pri poganjkih, ki so imeli odmrle vršičke se je oblikovalo pet homogenih skupin (a, ab, abc, 
bc in c), ki so prikazane v preglednici 8 in grafično na sliki 17. Med dvema skupinama (a in 
c) obstajajo značilne razlike, med ostalimi homogenimi skupinami ni statistično značilnih 
razlik, saj se med seboj prekrivajo. V homogeni skupini a na gojišču K11 je bilo v povprečju 
največ 1,4 poganjkov z odmrlim vršičkom in v skupini c jih je bilo na gojišču K9 najmanj 
samo 0,6.  
 
Slika 18: Povprečno število vitrificiranih poganjkov evropskega pravega kostanja razvrščenih v homogene 
skupine 
Povprečje vitrificiranih poganjkov se je prav tako razvrstilo v pet homogenih skupin (a, ab, 
abc, bc in c) (slika 18, preglednica 8). Statistično značilne razlike so med homogenima 
skupinama a in c. V homogeno skupino a sodi gojišče K11 na katerem je bilo v povprečju 
največ 0,81 poganjkov vitrificiranih in ta skupina se prekriva še s 6 skupinami v katere so se 
uvrstila gojišča K10, K5, K15, K13 K6 in K12 s povprečjem vitrificiranih poganjkov od 
0,36 do 0,74. Na gojiščih v skupini c: K1 do K4 in K7 do K9 ni bilo vitrificiranih poganjkov. 
Vitrificiran poganjek prikazuje slika 19 in taki so po določenem času propadli. 
 
Slika 19: Vitrificiran poganjek evropskega pravega kostanja 
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Slika 20 prikazuje odstotek vitalnih, propadlih, z odmrlim vršičkom in vitrificiranih 
poganjkov. Največ vitalnih poganjkov, kar 75 % je bilo na gojišču K2 in največ propadlih 
54 % je bilo na gojišču K4. Na gojiščih K3, K4 in K12 je bilo več propadlih kot vitalnih 
poganjkov. Iz slike 20 je razvidno, da je bilo pri vseh gojiščih nekaj poganjkov z odmrlimi 
vršički. Največ 31 % poganjkov z odmrlim vršičkom je bilo na gojišču K11 in najmanj samo 
5 % poganjkov z odmrlim vršičkom je bilo na gojišču K4. Na gojiščih K5, K6, K10 do K15 
so se poganjki vitrificirali. Največ 33 % vitrifciranih poganjkov je bilo na gojišču K15. 
 
Slika 20: Odstotek vitalnih, propadlih, z odmrlim vršičkom in vitrificiranih poganjkov evropskega pravega 
kostanja na 15-ih gojiščih za koreninjenje 
4.2.2 Analiza poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom in brez kalusa 
Za analizo podatkov in vitro koreninjenja poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom 
(slika 21) in brez kalusa smo prav tako uporabili enosmerno analizo variance in vključena 
sta bila oba genotipa z oznakama P. (4 in 5) ter Š2 (3, 26 in 34) in 15 gojišč.  
Preglednica 9: Analiza variance poganjkov s kalusom in brez kalusa evropskega pravega kostanja na gojiščih 
za koreninjenje 
Vir 
variabilnosti 
S kalusom Brez kalusa 
SP F – test p SP F – test p 
Genotip 1 1,79 0,1825 1 4,27 0,0000 
Gojišče 14 3,28 0,0001 14 21,29 0,0399 
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Z enosmerno analizo variance smo potrdili, da ima vrsta gojišča (p = 0,0000) in genotip (p 
= 0,0399) značilen vpliv na poganjke, ki niso oblikovali kalus oziroma so bili brez kalusa. 
Na poganjke s kalusom pa ima statistično značilen vpliv gojišče (p = 0,0001), medtem ko 
genotip (p = 0,1825) nima značilnega vpliva (preglednica 9).  
 
Slika 21: Poganjki evropskega pravega kostanja s kalusom na gojišču za koreninjenje 
V preglednici 10 in sliki 22 so prikazani rezultati Duncan-ovega testa mnogoterih razlik za 
poganjke, ki so razvili kalus in za poganjke brez kalusa. Iz rezultatov je razvidno, da med 
gojišči obstajajo statistične razlike (p ≤ 0,05). Pri poganjkih s kalusom se je oblikovalo 
sedem homogenih skupin (a, ab, abc, abcd, bcd, cd in d), poganjki brez kalusa pa so se 
razvrstili v šest homogenih skupin (a, ab, b, c, cd in d).  
Preglednica 10: Duncan-ov test mnogoterih razlik poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom in brez 
na gojiščih za koreninjenje, različne črke označujejo značilne razlike v opazovani lastnosti  
S kalusom Brez kalusa 
Gojišče Povp. 
Stand. 
odklon 
Homo. 
skupine Gojišče Povp. 
Stand. 
odklon 
Homo. 
skupine 
K5 1,01 ±0,17 a K3 4,54 ±0,30 a 
K11 0,67 ±0,17 ab K6 4,43 ±0,31 a 
K1 0,64 ±0,17 abc K2 3,68 ±0,30 ab 
K7 0,54 ±0,23 abcd K4 3,66 ±0,38 ab 
K12 0,50 ±0,19 abcd K7 3,40 ±0,42 b 
K10 0,44 ±0,16 bcd K5 3,28 ±0,32 b 
K9 0,10 ±0,23 bcd K12 3,10 ±0,36 b 
K13 0,10 ±0,16 bcd K1 2,92 ±0,31 b 
K14 0,10 ±0,17 bcd K11 2,92 ±0,31 b 
K15 0,10 ±0,17 bcd K10 2,82 ±0,30 b 
K2 0,08 ±0,16 cd K13 1,01 ±0,31 c 
K8 0,08 ±0,23 cd K14 0,82 ±0,31 cd 
K3 0,06 ±0,16 cd K15 0,77 ±0,30 cd 
K6 0,04 ±0,17 d K9 0,12 ±0,43 d 
K4 0,00 ±0,20 d K8 0,17 ±0,43 d 
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Pri poganjkih s kalusom obstajajo statistično značilne razlike med dvema homogenima 
skupinama (a in d). Na gojišču K5 je v povprečju nastal samo 1 poganjek s kalusom, medtem 
ko na gojišču K4 poganjkov s kalusom ni bilo. Največ v povprečju 4,5 in 4,4 poganjkov s 
kalusom je nastalo na gojišču K3 in K6, med tema gojiščema ne obstajajo značilne razlike v 
poganjkih s kalusom. Najmanj samo 0,17 in 0,12 poganjkov s kalusom je nastalo na gojiščih 
K8 in K9, prav tako med tema gojiščema ne obstajajo značilne razlike. Ostale homogene 
skupine se prekrivajo, zato med njimi ni statističnih razlik (preglednica 10 in slika 22). 
 
Slika 22: Povprečnega števila poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom in brez kalusa razvrščenih v 
homogene skupine 
Na odstotek poganjkov s kalusom ima značilen vpliv gojišče, medtem ko genotip na 
oblikovanje kalusa nima vpliva. Na 6 gojiščih: K1, K5, K7, K10, K11 in K12 so poganjki 
oblikovali kalus. Na poganjke brez kalusa ima statistično značilen vpliv gojišče in tudi 
genotip. Poganjki na 9 gojiščih: K2, K3, K4, K6, K8, K9, K13, K14 in K15 niso oblikovali 
kalus (slika 23). Poganjki genotipa Š2 so imeli v povprečju 2,7 poganjkov brez kalusa in 
poganjki genotipa P. v povprečju 2,2 poganjka brez kalusa.  
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Slika 23: Odstotek poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom in brez kalusa na gojiščih za 
koreninjenje  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
5.1.1 In vitro razmnoževanje 
V in vitro razmnoževanje evropskega pravega kostanja (Castanea sativa Mill.) smo vključili 
rastlinski material, ki je bil že v tkivni kulturi od leta 2015. Poganjki za zasnovo kulture so 
bili nabrani iz krošnje dreves, ki rasteta na dveh krajih v Vipavski dolini in katerih starost je 
ocenjena na 100 – 120 let. Obe drevesi sta poškodovani od napada kostanjeve šiškarice 
(Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) in ocenjeni sta, kot zanimiva genska vira, ki ju bi bilo 
potrebno ohraniti pred propadom. Za razmnoževanje in koreninjenje smo izbrali dva genska 
vira, ki sta uspešno rastla v in vitro razmerah in jih poimenovali po inicijalkah nahajališč 
Pedrovo in Štjak. Pri genskem viru P. smo v poskus vključili dva regeneranta in ju 
poimenovali P. 4 in P. 5 ter pri Š2 smo izbrali 3 regenerante Š2 3, Š2 26 in Š2 34.  
Za azmnoževanje obeh genskih virov smo uporabili osnovno Murashige in Skoog (1962) 
gojišče s polovično koncentracijo nitratov Viéitez in sod. 1983 (MS - ½NO3). Gojišču smo 
dodali citokinin BAP (0,5 mg/L). Osnovno gojišče MS - ½NO3 smo uporabili tudi za 
koreninjenje in mu dodali različne avksina (IAA, IBA, NAA), sladkor (saharoza, glukoza, 
fruktoza) in kokosovo vodo.  
Pri razmnoževanju evropskega pravega kostanja smo za koreninjenje izbrali vitalne 
primerno 2 do 5 cm dolge poganjke. Največ, kar 86,5 % vitalnih poganjkov smo pridobili iz 
genskega vir Š2 3 in samo odstotek manj pri Š2 26 (85,5 %). Pri ostalih genskih virih pa smo 
pridobili več neuporabnih poganjkov za naslednjo fazo koreninjenje. Propadlih poganjkov 
je bilo največ pri genskem viru P., in sicer pri P. 4 (23,3 %) in pri P. 5 (22,1 %). Genotip Š2 
je imel pri vse treh genskih virih manjši odstotek propadlih poganjkov in pri Š2 3 je blo 
propadlih samo 3,7 %. Vitalnost in propad poganjkov sta odvisna od genotipa, saj smo v 
našem primeru vseh 5 genskih virov v fazi razmnoževanja gojili na enakem gojišču in pri 
enakih rastnih razmerah in smo kljub temu dobili značilne razlike med njimi.  
Pomembna je tudi dolžina izsečka, ki smo ga subkultivirali. Znano je tudi, da se bazalni deli 
poganjka boljše razmnožujejo kot nodijski izsečki proti vrhu poganjka, saj ti še nimajo 
razvite zasnove za meristem. Vitalnost pa je lahko tudi odvisna od rastnih pogojev in razmer 
katerim je kultura izpostavljena: temperature v rastni komori, hranil v gojišču, vlagi, 
fotoperiodi itd. Viéitez in sod. (2007) navajajo, da na vitalnost vpliva koncentracija 
dodanega sladkorja v gojišče in koncentracija dodanega citokinina v našem primeru je to 
bila saharoza in BAP. 
Propad poganjkov lahko prav tako prepisujemo genotipu kot tudi drugim dejavnikom 
(gojišču, rastnemu hormonu itd.). Šok za poganjke pa laho predstavlja sam postopek 
subkultivacije, kot je na primer rez poganjkov, razkuževanje, velikosti nodijskih izsečkov. 
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Pogost vzrok pa je tudi sestava gojišča in koncentracija rastnega hormona. Chauvin in 
Salesses (1988) ter Viéitez in sod. (2007) navajajo, da je pogost vzrok za propad poganjkov 
pojav nekroz, vitrifikacija, nastanek kalusa in izločanje fenolnih snovi, ki jih spodbudimo 
ob rezi in subkultivaciji.  
Pri razmnoževanju je zelo pomemben množitveni indeks. Koliko novo anstalih poganjkov 
lahko pričakujemo od inokuliranih izsečkov. Osnovno gojišče MS - ½NO3 smo dodali 
hormon citokin BAP (0,5 mg/L), ki spodbuja razmnoževanje in razraščanje poganjkov. 
Največ poganjkov na izseček je nastalo pri genotipu Š2 34 (4,5), sledilili so genotipi: P. 4 
(2,7),. Š2 3 (2,0), Š2 26 (1,9) in P. 5 (1,7). Avtorji Viéitez in Ballester (1983) navajajo, da 
so najboljši rezultati razmnoževanja evropskega pravega kostanja na gojišču MS (Murashige 
in Skoog, 1962) s polovično koncentracijo nitratov in dodatkom citokinina BAP. Prav tako  
Osterc in sod. (2005) navajajo da MS – ½ NO3 gojišče z dodatkom citokinina BAP daje 
najboljše rezultate pri razmnoževanju kot tudi nastajanju novih poganjkov pri 
mikropropagaciji nekaterih slovenskih genskih virov evropskega pravega kostanja. Navajajo 
tudi da ima to gojišče najmanj propadlih in vitrificirani poganjkov kot tudi najdaljše 
poganjke. Dodatek citokinina BAP spodbudi nastajanje oziroma rast aksilarnih poganjkov, 
kar je tudi bil naš cilj pri razmnoževanju poganjkov, saj smo želeli dobiti čimveč poganjkov 
primernih za koreninjenje. 
5.1.2 In vitro koreninjenje 
Po uspešnem razmnoževanju evropskega pravega kostanja smo nadaljevali s tretjo fazo 
mikropropagacije – koreninjenje. Uporabili smo vitalne poganjke dolge 2 - 5 cm. Kot pri 
razmnoževanju poganjkov smo tudi pri koreninjenju poganjkov uporabili MS gojišče s 
polovično koncentracijo nitratov in dodatkom hormonov iz skupine avsksin, različnih 
sladkorjev in kokosove vode. V poskus smo vključili tudi 10 sekundno namakanje 
poganjkov v avksinski raztopini. V 5 poskusov koreninjenja smo vključili 15 različnih gojišč 
in pri vseh smo bili neuspešni. Skozi več različnih postopkov in gojišč za koreninjenje smo 
ugotovili, da je zelo težko najti optimalen postopek, ki bi privedel do uspešnega koreninjenja 
izbranih genotipov evropskega pravega kostanja. Na različnih gojiščih smo dobili tudi 
različno odzivnost poganjkov, ki se je odražala v propadanju, nastajanju kalusa, 
vitrificikaciji in odmiranju vršičkov.  
Glede na objavljene rezultate koreninjenja Roussos in sod. (2016) ter Gonꞔalves in sod. 
(1998) smo v prvem poskusu poganjke subkultivirali na štiri gojišča (K1 do K4), ki so 
vsebovala 2 mg/L avksina IBA, NAA ali IAA in brez hormonov ter dodali smo kokosovo 
vodo. Za katero je znano, da vsebuje veliko inozitola in tudi hormone predvsem citokinine. 
Prav tako pa smo poganjke z bazalnim delom za 10 sekund namakali v raztopini IBA, NAA 
ali IAA (2 mg/L) in jih sibkultivirali na brezhormonsko gojišče. Na teh štirih gojiščih nismo 
dobili korenin. V veliki večini so poganjki propadli, imeli odmreli vršiček, nastal je kalus, 
nekateri pa so bili vitrificirani. Zaradi neuspešnih rezultatov smo v naslednjem poskusu 
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zvišali koncentracijo avksina NAA in IBA na 5 mg/L, kot so to poskusili Roussos in sod. 
(2016). Kljub višji koncentraciji avksina ni prišlo do koreninjenja poganjkov. Na podlagi 
objavljenih rezultatov Le (2001) ter Roussos in sod. (2016) smo pripravili gojišča (K4 do 
K6) s kombinacijo avksina NAA in IBA ter različno koncentracijo saharoze. Poganjke smo 
dali za 7 dni v temo. Po 7 dneh teme pa smo jih vrnili na 16 h fotoperiodo. Vendar tudi tokrat 
poganjki niso oblikovali korenin, ampak je ponovno nastal kalus, poganjki so propadali ali 
bili vitrificirali. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo se odločili, da bomo pri naslednjem 
poskusu povečali koncentracijo saharoze in avksina IBA ter NAA na 4 mg/L (K5 do K13). 
Tudi tokrat smo imeli neuspešne rezultate, z velikim propadom poganjkov. Sezgin (2018) je 
poročal o uspešnih rezultatih koreninjenja hrasta (Quercus pubescens Willd.) ter Sang-Ho 
in sod. (2017) so poročali o uspešnem koreninjenju breskve (Prunus persica Loring) na 
različnih sladkorjih (saharoza, glukoza in fruktoza). Odločili smo se za to metodo in naredili 
gojišča, ki so vsebovala saharozo, fruktozo ali glukoze ter brez dodatka hormona. Poganjke 
smo nato gojili na brez hormonskem gojišču 21 dni ter jih po 21 subkultivirali na gojišča z 
istim sladkorjem in dodanim avskinom IBA. Tudi po tem poskusu nismo bili uspešni v fazi 
koreninjenaj.  
Do neuspešnega koreninjenja je lahko prišlo zaradi več različnih dejavnikov. In vitro 
koreninjenje evropskega pravega kostanja je zelo težavno, veliko avtorjev navaja, da je 
kostanj eden med bolj težavnih za tvorbo korenin v in vitro razmerah. Zaradi problematike 
koreninjenja kostanja je bilo objavljenih veliko člankov v katerih raziskovalci navajajo 
različne razloge, ki preprečujejo nastanek korenin. Eden od dejavnikov, zakaj se kostanj ne 
korenini je starost izvornega rastlinskega materiala. V našem primeru so po oceni izhodiščna 
drevesa stara 100 do 120 let. Da Costa in sod. (2013) navajajo, da je za koreninjenje lesnatih 
rastlin pomemben dejavnik biokemična kakovost matične rastline. Prav tako pa naj bi bil 
pomemben dejavnik tudi sproščanje endogenega avksina, vsebnost mineralnih in fenolnih 
snovi itd. Prav tako pa so ugotovili, da igra ključno vlogo pri vegetativnem razmnoževanju 
notranje fiziološko stanje matične rastline. Uspešno koreninjenje naj bi tako dosegli samo z 
uporabo mlajšega rastlinskega materiala. Avtorji Hackett (1987), Sanches in Viéitez (1991), 
Bonga (1982) in Sanches in sod. (1997a) prav tako navajajo, da je največji omejujoč 
dejavnik za nastanek korenin starost oziroma zrelost izvornega materiala in fiziološka 
starost. Drugi dejavniki, ki vplivajo na koreninjenje so tudi položaj odvzema rastlinskega 
materiala iz matičnega drevesa, priporočeno je, da je začetni rastlinski material iz spodnjih 
poganjkov (Ballester in sod., 1999; Osterc, 2009), vpliv in oblika avksina (Sanchez in 
sod.,1997b; Gonꞔalves in sod. 1998; Nag in sod., 2001; Ahkami in sod., 2013), fenolne 
spojine (Gesto in sod., 1977; Fernandez-Lorenzo in sod., 2005), vrsta in koncentracija 
vitaminov (Le, 2001) ter vpliv enodogenih kemičnih zaviralcev (Vazquez in sod., 1978) itd. 
Naš rastlinski material je bil vključen v in vitro kulturo že leta 2015 in bil večkrat 
subkultiviran, tako da smo pričakovali, da je material že pomlajen. 
To hipotezo o starosti izhodiščnega materiala je potrdil tudi Viéitez (1992) in navaja, da se 
izsečki kostanja, ki so starejši slabše koreninijo oziroma se ne koreninijo. Prav tako pa je 
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tudi navedel, da se mlajši poganjki lažje koreninijo, kadar so tretirani z avksinom. V svoji 
raziskavi tudi navaja, da se poganjki, ki so etiolirani dobro koreninijo ob prisotnosti avksina, 
saj ni prisotnih zaviralcev koreninjenja. Nastanek korenin pri kostanju je tudi odvisen od 
prisotnosti in odsotnosti snovi, ki zavirajo koreninjenje, od ravnovesja hormonov, od večih 
kofaktorjev, kot tudi od anatomskih značilnosti, kot je odsotnost in nepopolnost 
sklerenhimskega obroča. Če so prisotni vsi ti našteti dejavniki je koreninjenje kostanja 
bistveno lažje.  
Roussos in sod. (2016) so za koreninjenje kostanja uporabili MS–½NO3 gojišče, ki je 
vsebovalo 1, 2 ali 4 mg/L avksina IBA ali NAA. Avksin je bil v gojišču posamično ali v 
kombinaciji. Poganjke so iz gojišča za razmnoževanja po 8 tednih prestavili na gojišče z 
avksinom, na katerem so jih imeli en teden. Po enem tednu so poganjke iz gojišča z avksinom 
prestavili na MS–½NO3 gojišče, ki ni vsebovalo hormonov, za še nadaljnje 3 tedne. Prav 
tako pa so hkrati dovolj dolge poganjke tudi namakali z bazalnim delom za 5 sekund v 
raztopino avksina. To treniranje je imelo velike koncentracije avksina IBA (1000 mg/L), 
NAA (1000 mg/L) in kombinacijo NAA in IBA (500 + 500 mg/L). Rezultati so bili pozitivni, 
saj so imeli kar 81 % koreninjenje poganjkov. Podobne rezultate koreninjenja kostanja so 
prav tako tudi dobili Fernando-Lopez in sod. (2005) ter Giovannelli in Giannini (2000). V 
našem primeru s podobnim pristopom nismo prišli do želenih rezultatov. 
Istočasno ob koreninjenju poganjkom smo spremljali njihovo vitalnost, kako različne 
sestavine gojišča vplivajo na njihovo rast in preživelost. 
5.1.2.1  Analiza propadlih, z odmrlim vršičkom in vitrificiranih poganjkov evropskega 
pravega kostanja  
V vseh poskusih koreninjenja poganjkov smo spremljali število propadlih poganjkov, 
poganjke z odmrlim vršičkom in pojav vitrifikacije. S pomočjo enosmerne analize variance 
smo ugotovili, da med genotipoma ni statistično značilnih razlik, medtem ko med gojišči 
obstajajo statistično značilne razlike (p ≤ 0,05). Potrdili smo tudi, da ima gojišče vpliv na 
število propadlih poganjkov, na poganjke z odmrlim vršičkom in vitrificirane.  
Največ propadlih poganjkov, kar 54 % je bilo na gojišču K4. Na gojiščih K3, K4 in K12 je 
bilo več propadlih kot vitalnih poganjkov. Na vseh gojiščih je bilo nekaj poganjkov z 
odmrlimi vršički, največ 31 % jih je bilo na gojišču K11 in najmanj samo 5 % na gojišču 
K4. Na gojiščih K5. K6, K10 do K15 smo zasledili vitrificirane poganjke, največ 33 % jih 
je bilo na gojišču K15. 
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Na pojav propadanja in rjavenja vršičkov vpliva več dejavnikov: sestava gojišča, predvsem 
koncentracije hormonov in tudi fizikalni delavniki, temperature, pH vrednost gojišča in 
mikroklima.   
Nezaželen pojav pri mikropropagaciji je vitrifikacija poganjkov, ki je lahko posledica 
različnih dejavnikov. Lahko se pojavi na začetku subkultivacije ali pa med nadaljnjimi 
postopki mikropropagacije. Veliko avtorjev opisuje vitrificirane poganjke zelo podobno, saj 
so stebla poganjkov debelejša in prosojna, listi poganjkov so debelejši, bolj podolgovati, 
nagubani in zviti (Viéitez in sod., 1985; Gaspar, 1991; Ziv, 1991). Anomalija se pojavi zato, 
ker celice sprejemajo iz gojišča in mikroklime preveč vode in se vakuole povečajo, celične 
stene pa se stanjšajo in citoplazma postane prosojna (Viéitez in sod., 1985, Ziv, 1991). Prav 
zaradi vitrifikacije pa poganjki slabo rastejo, preživelost je nizka in slabše koreninjenje. 
Gaspar (1991) poroča, da se vitrifikacija pojavi samo pri razmnoževanju rastlin in nikoli pri 
koreninjenju rastlin. V našem primeru se je vitrifikacija pojavila tudi na gojiščih za 
koreninjenje, ki so imela visoko koncentracijo rastnih hormonov (gojišča K5, K6, K11 in 
K12) ali na gojiščih, ki so imela kombinacijo dveh rastni hormonov (gojišče K10). V našem 
primeru se je vitrifikacija pojavila tudi pri 5. poskusu, kjer smo poganjke subkultivirali na 
gojišča (K13, K14, K15) brez hormonov in z različnimi sladkorji. Pri ostalih gojiščih (K1 
do K4 in K7 do K9) se na poganjkih simptomi vitrifikacije niso pojavljali. 
5.1.2.2 Analiza poganjkov evropskega pravega kostanja s kalusom in brez kalusa 
Pri koreninjenju poganjkov smo spremljali tudi pojav kalusa na bazi poganjka, kjer naj bi 
nastale korenine. Pogosto se na bazi v začetni fazi koreninjenja pojavijo globularne strukture 
iz katerih pri drugih rastlinah izraščajo korenine. V našem primeru pa se je iz teh struktur 
razvil kalus. Iz analize podatkov smo ugotovili, da na oblikvoanje kalusa ima statistično 
značilen vpliv gojišče (p = 0,0000) in genotip (p = 0,0399).  
Največji odstotek poganjkov brez kalusa smo dobili na gojiščih K2, K3, K4, K6, K8, K9, 
K13, K14 in K15. Poganjkov s kalusom je bilo največ na gojiščih K1, K5, K7, K10, K11 in 
K12. Največji 23 % poganjkov s kalusom je bilo na gojišču K5.  
Kalus je neorganizirana rast nediferenciranih celic oziroma skupek celic, ki nastanejo zaradi 
poškodb v tkivu. V naravi rastline tvorijo kalus kadar so poškodovane, da čimprej zacelijo 
rane in s tem preprečijo vstop patogenom. Pri mikropropagaciji je nastanek kalusa povezan 
z vsebnostjo rastnih hormonov v gojišču in dostopnostjo tega v celice. V našem primeru se 
je kalus razvil pri poganjkih, ki so bili subkultivirani na gojiščih K1, K5, K7, K10, K11 in 
K12. Vsa gojišča so vsebovala rastni hormon avksin. Kalus pa je nastal pri vseh oblikah 
avksina (IBA, IAA, NAA). Koncentracija avksina v gojišču je bila 1, 2, 4 in 5 mg/L. Bohanec 
in sod. (2004) navajajo, da je za tvorbo kalusa potrebna višja koncentracija avksina, kar se 
je pri našem poskusu koreninjenja tudi pokazalo.  
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Zaključimo lahko, da sta se genotip Š2 in P. pri in vitro koreninjenju glede na rezultate 
podobno odzvala, saj med njima ni bilo razlik. Oba genotipa sta v tkivni kulturi že dalj časa 
in bila sta tudi večkrat subkultivirana in lahko govorimo o pomlajenem materialu. 
5.2 SKLEPI 
Največ 86,5 % vitalnih poganjkov smo dobili pri genotipu Š2 3, odstotek manj (85,5 %) pri 
genotipu Š2 26 in najmanj 56,7 % pri genotipu Š2 34, medtem ko sta genotipa P. 4 in P. 5 
imela v povprečju 60,0 % in 63,2 % poganjkov primernih za koreninjenje.  
Najboljši množitveni indeks, kar 4,5 poganjkov na izseček je imel genotip Š2 34, 2,9 
poganjkov v skupku je v povprečju nastalo pri genotipu Š2 26 in 2,7 poganjkov na izseček 
smo v povprečju dobili pri genotipu P. 4. Ostala dva genotipa sta se slabše razraščala: genotip 
Š2 3 v povprečju 2 poganjka in najmanj samo 1,7 poganjkov je nastalo pri genotipu P. 5.  
Približno 2 - 5 cm dolge poganjke so po razmnoževanju subkultivirali na 15 različnih MS -
½NO3 gojišč za koreninjenje, ki smo jih razdelili na 5 poskusov. Koreninjenje poganjkov 
izbranih genotipov je bilo neuspešno, saj nam ni uspelo dobiti poganjkov z razvitimi 
koreninami. 
Propadlih poganjkov je bilo največ, kar 54 % na gojišču K4 in najmanj samo 6 % jih je 
propadlo na gojišču K6. 
Največ, kar 75 % vitalnih poganjkov je bilo na gojišču K2, tako da je to gojišče primerno za 
ohranitev poganjkov, ne pa za koreninjenje.  
Na gojišču K11 je bilo največ poganjkov z odmrlim vršičkom, 31 %. Najmanjši odstotek 
poganjkov z odmrlim vršičkom pa je bil na gojiščih z oznako K4 (5 %) ter pri K9 in K12, ki 
sta imela 6,0 % poganjkov z odmrlim vršičkom. 
Vitrifikacijo poganjkov je povzročala povečana koncentracija avksina ali kombinacija dveh 
avksinov. Največ vitrificiranih poganjkov, kar 33 % je bilo na gojišču K15.  
Na gojišču K5 je 23 % poganjkov oblikovalo kalus. Pri več kot polovici gojišč je nastal 
kalus, kar je lahko posledica večjih koncentracij avksina v gojiščih. 
Ugotovili smo, da se število propadlih poganjkov, vitrificiranih, z odmrlim vršičkom, s 
kalusom in brez kalusa statistično razlikujejo glede na gojišče. Največ deformiranih 
poganjkov smo dobili na gojiščih K11 in K12.  
Med genotipoma Š2 in P. ni bilo statistično značilnih razlik v opazovanih parametrih.  
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Koreninjenje poganjkov se je na proučevanih gojiščih izkazalo za neuspešno. Tako manjša 
kot visoka koncentracija avksina je povzročila propad poganjkov oziroma so bili poganjki 
deformirani in niso bili sposobni tvoriti korenin.  
Ugotovili smo, da je koreninjenje kostanja zelo težavno in da je potrebno proces koreninjenja 
temeljito proučiti ter izločiti dejavnike, ki zavirajo razvoj korenin. 
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6 POVZETEK 
Evropski pravi kostanj (Castanea sativa Mill.) v Sloveniji propada zaradi napada s 
kostanjevo šiškarico. Cilj naloge je bil razmnožiti zanimive genske vire s pomočjo tkivne 
kulture in optimizirati faze mikropropagacije. 
Rastlinski material smo pridobili iz predhodne raziskave, ki je potekla na večih zanimivih 
slovenskih genskih virih kostanja od leta 2015 do 2017. Naš poskus smo zasnovali z dvema 
genskima viroma iz Vipavske doline. Poimenovali smo jih po inicialkah krajev, kjer rasteta 
izvorni drevesi. Genski vir iz Pedrovega smo imenovali P. in izbrali smo 2 regeneranta 
(poganjka), ki sta uspešno rasla na razmnoževalnem gojišču (P. 4 in P. 5). Genski vir iz 
Štjaka smo imenovali Š2 in pri tem smo izbrali 3 regenerante (Š2 3, Š2 26 in Š2 34).  
Poganjke smo razmnožili iz nodijskih izsečkov na MS - ½NO3 gojišče s polovično 
koncentracijo nitratov in dodatkom 0,5 mg/L citokinina BAP (Murashige in Skoog, 1962; 
Viéitez in sod., 1983). Poganjke smo štiri do pet tednov oziroma do želene velikosti 2 – 5 
cm pustili na omenjenem gojišču. Nato smo jih odrezali pri bazi in subkultivirali na 15 gojišč 
za koreninjenje. Najuspešnejši na razmnoževalnem gojišču je bil genotip Š2 3, saj je bilo 
86,5 % poganjkov primernih za koreninjenje. Najslabši je bil genotip Š2 34, saj je bilo 
primernih za koreninjene 56,7 % poganjkov.  
Za koreninjenje poganjkov smo izbrali prav tako osnovno gojišče MS - ½NO3 in dodali 
različne koncentracije avksinov (IAA, IBA in NAA), sladkorje in kokosovo vodo. V vsakem 
poskusu od petih smo po 4 – 5 tednih preverili rezultate koreninjenja in vitalnost poganjkov. 
Rezultati koreninjenja so bili neuspešni, saj nismo pridobili nobenega poganjka s 
koreninami.  
Ugotovili smo, da izbrana genotipa nista imela značilnega vpliva na koreninjenje poganjkov 
oziroma na število poganjkov, ki so propadli ali bili vitrificirani. Izbrano gojišče je na 
izbrane parametre statistično značilen vpliv pri tveganju (p ≤ 0,05).  
Poleg koreninjena smo spremljali še propadanje poganjkov, poganjke z odmrlim vršičkom, 
pojav vitrifikacije in nastanek kalusa na bazi poganjka. Največ propadlih poganjkov je bilo 
na gojišču z oznako K4, K12 in K3. Gojišče K11 pa je imelo največ poganjkov z odmrlim 
vršičkom in vitrificiranih poganjkov. Poganjkov s kalusom je največ nastalo na gojišču z 
oznako K5. 
Na vse deformacije poganjkov, ki so se pojavile na gojiščih za koreninjenje je vplivalo več 
dejavnikov. Največji vpliv po navedbah avtorjev imata koncentracija avksina in starost 
matičnih rastlin.  
Optimizirana faza koreninjenja kostanja je zelo pomembna za osvojitev celotnega postopka 
mikropropagacije, s katero bi lahko v in vitro razmerah hranili zanimive slovenske genske 
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vire in jih tako rešili propada. Veliko raziskovalcev se je v preteklosti ukvarjalo s 
koreninjenjem kostanja. Več uspeha oziroma dobre rezultate navajajo tisti, ki so se ukvarjali 
z ameriško in azijsko dednino ali s križanci evropskega pravega kostanja in vrstami 
ameriškega ali azijskega izvora. V zadnjem obdobju, kar nam je bilo dostopno je samo ena 
objava avtorjev: Roussos, Archimandriti in Beldekou iz leta 2016, ki obravnava uspešno 
koreninjenje evropskega pravega kostanja. Kljub veliki količini raziskav je še vedno 
neznano, kaj zavira razvoj korenin oziroma kaj spodbuja njihov nastanek v in vitro razmerah. 
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